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La riboflavina o vitamina B2 tiene un papel principal en una amplia gama de 
reacciones biológicas de oxidación-reducción y es de gran relevancia en el 
metabolismo monocarbonado, que es un proceso crucial para el intercambio de un 
carbono en el que participan dos ciclos inter-dependientes: el ciclo de los folatos, 
que actúa como donador o receptor en unidades de un carbono y el ciclo de la 
metionina que interviene en la vía de remetilación de la homocisteína a metionina. 
Dos enzimas claves en este ciclo son la MTHFR y MTRR, que son dependientes de 
B2. Un biomarcador del correcto funcionamiento del metabolismo monocarbonado 
es la homocisteína. 
El embarazo tiene una gran influencia sobre la concentración de la homocisteína 
total plasmática (tHcy) de dos maneras: la tHcy se ve reducida observándose su 
mínimo en el segundo trimestre del embarazo y es un estado fisiológico en el que se 
produce una demanda extra en los nutrientes implicados en el metabolismo 
monocarbonado, como es el caso del folato, las vitaminas B12 y B2. 
 
Los principales objetivos de esta tesis son investigar cómo el estado en B2 y folato 
afecta a la asociación entre el polimorfismo MTHFR 677 C>T y la tHcy y como el 
estado en B2 y B12 afecta a la asociación entre los polimorfismos MTRR 66 A>G y 
MTRR 524 C>T y la tHcy en tres grupos distintos: 1) en una muestra representativa 
de una población adulta no expuesta a suplementos vitamínicos del tipo B ni a la 
fortificación obligatoria con ácido fólico, 2) una muestra de mujeres en edad fértil no 
embarazadas no expuesta a suplementos vitamínicos del tipo B ni a la fortificación 
obligatoria con ácido fólico y 3) un estudio longitudinal de embarazo (NutCIR). 
 
En los tres grupos el ser homocigótico para el polimorfismo MTHFR 677 C>T se 
asoció con una mayor tHcy y un menor folato eritrocitario. Cuando se estudió la tHcy 
según el estado en B2 en función del genotipo se observó que un peor estado en B2 
se asociaba con una mayor tHcy en los participantes homocigóticos para       
MTHFR 677 C>T. Al estudiar el efecto del polimorfismo MTHFR 677 C>T sobre la 
tHcy en función del estado en folato plasmático y la B2 eritrocitaria se observó que 
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un peor estado en B2 se asociaba con una mayor tHcy a pesar de presentar un 
estado alto en folato.  
Cuando se estudió el efecto del polimorfismo MTRR 66 A>G sobre la tHcy en 
función del estado en B2 se observó que los participantes portadores del alelo 
mutante G presentaban una mayor tHcy cuando se encontraban en un estado alto 
en B2. Este efecto se veía agravado cuando el estado en B12 era bajo.   
Al estudiar el efecto del polimorfismo MTRR 524 C>T sobre la tHcy en función del 
estado en B2 eritrocitaria, un mejor estado en B2 se asociaba con una menor tHcy en 
los portadores del alelo mutante T, a excepción del estudio NUTCIR. Estos 
resultados se veían acentuados cuando el estado en B12 era alto. 
 
A modo de resumen se podría concluir que: el estado en B2 modifica el efecto de los 
polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T sobre la tHcy de 
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Abreviatura  Significado 
CH2THF 5,10-metilentetrahidrofolato 
CH3THF 5-metiltetrahidrofolato 
EC Electroforesis capilar 
EDTA-K3 Ácido etilendiamintetraacético tripotásico 
EGOTAC 
Coeficiente de activación de la glutamato-oxalacetato 
transaminasa eritrocitaria 
EGRAC Coeficiente de activación de la glutatión reductasa eritrocitaria 
FAD Flavín adenín dinucleótido 
FNM Flavín mononucleótido 
GSH Glutatión bisulfito 
GSSG Glutatión 
Hcy Homocisteína  
HPLC Cromatografía de alta eficacia o alta resolución 
ILE Interrupción legal del embarazo 
IMC Índice de masa corporal 
NAD Nicotinamida adenina dinucleótido 
NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
NutCir Nutrición y crecimiento intrauterino retardado 
PBS Solución buffer de fosfatos 
SAH S-Adenosilhomocisteína 
SAM S-Adenosilmetionina 
SEGO Sociedad española de ginecología y obstetricia 
THcy Concentración de homocisteína total plasmática en ayunas 
THF Tetrahidrofolato 
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NOMENCLATURA DE ENZIMAS 
 
Nomenclatura de enzimas  
Nomenclatura  EC Nombre de la enzima 
MDH 1.1.1.37 Malato deshidrogenasa 
Succionato 
deshidrogenasa 
1.3.5.1 Succionato deshidrogenasa 
MAO 1.4.3.4 Monoamino oxidasa 
MTHFR 1.5.1.20 Metilentetrahidrofolato reductasa 
LDP-Glc 1.8.1.4 Dihidrolipoil deshidrogenasa 
GSH reductasa 1.8.1.7 Glutation reductasa 
MTRR 1.16.1.8 Metionina sintasa reductasa 
Xantina oxidasa 1.17.3.2 Xantina oxidasa 
MT 2.1.1 Metil transferasa 
BHMT 2.1.1.5 Betaina-homocisteína metiltransferasa 
MS 2.1.1.13 Metionina sintasa 
GNMT 2.1.1.20 Glicina N-metiltransferasa 
SHMT 2.1.2.1 Serina hidroximetiltransferasa 
MAT 2.5.1.6 Metionina adenosiltransferasa 
GOT 2.6.1.1 Glutamato-oxalacetato transaminasa 
RFK 2.7.1.26 Riboflavoquinasa 
FADS 2.7.7.2 FAD sintasa 
AdoHcyasa 3.3.1.1 Adenosilhomocisteinasa 
CBS 4.2.1.22 Cistationina β-sintasa 
Cistationasa 4.4.1.1 Cistationina γ-liasa 
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1.1. GENERALIDADES SOBRE LA VITAMINA B 2 
1.1.1. Descubrimiento y características 
Desde 1879 se conocía la existencia de un pigmento amarillo aislado de la leche por 
Alexander Wynter Blyth, al que se denominó lactocromo pero no fue hasta el      
siglo XX que se pudo determinar la composición química y sus propiedades. En 
1926 Goldberger y colaboradores demostraron que la pelagra se asociaba con la 
falta de vitaminas y denominaron a ese pigmento amarillo, térmicamente estable, 
factor antipelagra. Un año más tarde, en 1927, el British Committee on Accesory 
Food Factors definió la vitamina B2 como el componente más termoestable del factor 
antipelagra. En 1933 la riboflavina, o vitamina B2, fue aislada por varios grupos y 
recibió un nombre u otro dependiendo del origen lactoflavina (leche), ovoflavina 
(huevo), hepatoflavina (hígado) y uroflavina (orina). Un año antes en 1932 Warburg 
y Christian en Alemania descubrieron la llamada enzima amarilla de la levadura, que 
era esencial para la respiración celular y que resultó ser la riboflavina(1). 
Pocos años más tarde, en 1937, Theorell descubrió la estructura de una coenzima 
de la riboflavina, la flavin mononucleótido (FMN) y un año más tarde en 1938 
Warburg y Christian aislaron el grupo prostético más abundante el flavin adenino 
dinucleótido (FAD)(2). 
 
Tabla 1. Momentos claves en el descubrimiento de la riboflavina  
Año Investigador Observación 
1879 Blyth Aislamiento de la leche del lactocromo 
1926 Goldberger 
Se relacionó el factor amarillo con la pelagra, y se denominó 
factor antipelagra 
1932 Warburg & Christian Descubren la llamada enzima amarilla de la levadura 
1933 Varios Varios grupos aíslan la B2 de diferentes fuentes 
1937 Theorell Descubre la estructura de la FMN 
1938 Warburg & Christian Descubren la estructura de la FAD 
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La riboflavina o vitamina B2 o 7,8-dimetil-10-(1’-D-ribitil)isoaloxazina es una vitamina 
hidrosoluble. El grupo 5’-hydroximetil de la cadena lateral ribitil es el que reacciona 
para formar un éster ortofosfato en el caso de FMN, este éster puede alargarse, 
para formar una estructura más compleja conocida como FAD (figura 1).  
 
 
Figura 1 . Estructura de la riboflavina y sus coenzimas. A: riboflavina, B: FMN, C: FAD. 
 
El paso de riboflavina a FMN se lleva a cabo mediante la flavoquinasa o 
ATP:riboflavin 5’-fosfotransferasa (EC 2.7.1.26) que se encuentra en el citosuelo y 
en niveles más elevados en el hígado y en intestino(3). La enzima que cataliza el 
paso de FMN a FAD es la FAD sintasa o ATP:FMN adenililtransferasa (EC 2.7.7.2) 
que se encuentra también situada principalmente en el citosuelo(4).    
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1.1.2. Funciones enzimáticas  
La riboflavina, mediante sus formas biológicamente activas FMN y FAD actuando 
como coenzimas, tiene un papel principal en una amplia gama de reacciones 
biológicas de oxidación-reducción.  
 
Las flavinas pueden actuar como agentes oxidantes gracias a su capacidad de 
aceptar un par de átomos de hidrogeno y participar en la producción de energía en 
la cadena respiratoria. La succinato deshidrogenasa es una flavoproteína ligada a la 
membrana interna mitocondrial, que interviene en el ciclo de Krebs y en la cadena 
de transporte de electrones y que se encarga del paso de succinato a fumarato(5) y 
la hidrolipoil deshidrogenasa, que es una flavoproteína, forma parte del complejo 
enzimático 2-oxoglutarato deshidrogenasa que cataliza la reacción de                      
2-oxoglutarato a succinil-CoA y dióxido de carbono, la quinta reacción del ciclo de 
Krebs(6).  
 
La riboflavina también tiene un papel antioxidante mediante el glutatión y el ácido 
úrico.  
La glutatión reductasa es una enzima dependiente de FAD que participa en las 
reacciones de óxido-reducción del glutatión, un agente protector del organismo 
contra las especies reactivas de oxígeno(7).  
El ácido úrico es uno de los antioxidantes solubles más efectivos y la xantina 
oxidasa, una enzima dependiente de FAD, es la que cataliza la oxidación de 
hipoxantina y xantina a ácido úrico. Esta enzima juega también un papel importante 
en el catabolismo de purinas(8, 9).  
 
La monoamino oxidasa (MAO), otra flavoproteína, es una oxidorreductasa que 
participa en el catabolismo de la serotonina, adrenalina y la noradrenalina(10).  
La riboflavina también participa en la fosforilación de las formas inactivas de 
vitamina B6 a su forma activa la piridoxal fosfato (PLP)
(11). 
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También tiene un papel primordial en el metabolismo monocarbonado. Este papel 
de la riboflavina es en el que se centrará esta tesis y se explica con más detalle en 
el apartado 1.2. 
1.1.3. Fuentes y requerimientos 
La mejor fuente de riboflavina son las levaduras. La leche y los productos lácteos, 
las semillas y el germen de los cereales, los músculos de los animales (sobre todo 
las vísceras), el pescado y los huevos también son buenas fuentes(12). 
La leche, los productos lácteos y las carnes son la principal fuente de riboflavina en 
las dietas occidentales(13). También las frutas y los vegetales son una fuente 
moderada de riboflavina aunque su consumo por sí solo no es suficiente para cubrir 
todas las necesidades. 
En la tabla 2 se puede observar el contenido en riboflavina de algunos alimentos. 
  
Tabla 2. Contenido en riboflavina de algunos alimentos (12)  
Alimento mg de B 2 / 100 g. Alimento mg de B 2 / 100 g. 
Leche entera 0,18 Espinacas hervidas 0,24 
Huevo fresco  0,44 Brócoli hervido 0,12 
Carne de ternera 0,18 – 0,24 Manzana sin piel 0,03 
Hígado de ternera 3,42 Naranja 0,04 
Carne de cerdo 0,17 – 0,27 Almendras 0,81 
Hígado de pollo 2,00 Vino tinto 0,03 
Atún 0,12 Cerveza 0,02 
Queso camembert 0,49 Levadura para pastel 5,47 
 
Se considera que la ingesta mínima recomendada es de 1,2 mg/día en adultos. En 
mujeres embarazadas a medida que avanza el embarazo los requerimientos de 
riboflavina aumentan. En el periodo de lactancia también aumentan los 
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requerimientos(14). En la tabla 3 se puede observar la ingesta diaria recomendada 
según sexo y grupo de edad y estado fisiológico. 
 
Tabla 3. Ingesta recomendada de riboflavina 
según sexo y grupo de edad y estado 
fisiológico (14)  
 Edad (años) B 2 (mg/día) 
Hombres 9 – 13 0,9 
 14 – 18 1,3 
 >18 – 70 1,3 
 > 70 1,3 
Mujeres 9 – 13 0,9 
 14 – 18 1,0 
 >18 – 70 1,1 
 > 70 1,1 
Embarazo  1,4 
Lactancia  1,6 
 
 
En los alimentos la riboflavina se encuentra principalmente en forma de FAD, 
aunque también hay pequeñas cantidades de FMN y de riboflavina libre. Las formas 
esterificadas son hidrolizadas por fosfatasas no específicas a riboflavina libre antes 
de ser absorbidas en el intestino delgado proximal por un sistema facilitado 
saturable(13). Una vez absorbida la riboflavina se vuelve a fosforilar para formar FMN 
y FAD que son las formas principales de riboflavina en el plasma y en los tejidos(15).       
1.1.4. Técnicas de valoración del estado nutricional en riboflavina 
A continuación se describirán brevemente los métodos más habituales para la 
evaluación del estado nutricional en riboflavina. 
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1.1.4.1 Métodos microbiológicos  
El Lactobacillus casei es el organismo más adecuado para la determinación de la 
concentración de  riboflavina. Antes de proceder a la incubación se tienen que 
liberar las flavinas y eliminar los ácidos grasos. La incubación se lleva a cabo a 37ºC 
durante 18 horas. La concentración se determina mediante turbidimetría(16). 
La turbidimetría es una técnica que presenta una alta sensibilidad pero es 
inespecífica. 
1.1.4.2 Métodos fluorimétricos 
La fluorimetría determina la cantidad de luz que desprende una substancia 
fluorescente en solución bajo la acción de luz ultravioleta, o de cualquier otra 
longitud de onda.  
Para llevar a cabo la fluorimetría es necesario tratar las muestras previamente con 
ácido tricloroacético para separar las flavinas de las proteínas. Posteriormente, el 
FAD se hidroliza a FMN. Se realiza la lectura de la fluorescencia antes y después de 
añadir hidrosulfito sódico para eliminar interferencias(17). 
La fluorimetría al igual que los métodos microbiológicos es un método que presenta 
una alta sensibilidad pero es inespecífico.  
1.1.4.3 Métodos cromatográficos 
La cromatografía de alta eficacia o de alta resolución (HPLC) es una técnica 
utilizada para separar los componentes de una mezcla basándose en diferentes 
tipos de interacciones químicas entre las sustancias analizadas y la columna 
cromatográfica. 
Hoy en día son los métodos más utilizados ya que permiten tanto la separación 
como la cuantificación de la riboflavina y sus coenzimas en todo tipo de substratos 
(sangre, orina, alimentos, medicamentos, etc.). 
Se han desarrollado varios métodos para determinar la riboflavina o sus coenzimas 
mediante HPLC aunque la más utilizada es la de fase reversa(18-20). 
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1.1.4.4 Electroforesis capilar 
La electroforesis capilar (EC) es una técnica de separación que se basa en la 
diferente relación masa/carga de las moléculas. La separación se lleva a cabo en un 
tubo de menos de 50 µm de diámetro, de ahí que reciba el nombre de capilar. 
Dentro de este capilar se encuentran la disolución que contiene las moléculas a 
separar y el tampón que conduce la corriente. 
Recientemente se han desarrollado un método de EC acoplado a un detector de 
fluorescencia inducida por láser capaz de determinar la riboflavina y sus coenzimas 
a muy bajas concentraciones(21). 
En comparación con la HPLC tiene la ventaja que requiere menos cantidad de 
muestra, menor tiempo de separación, se obtiene una mejor resolución y el 
consumo de solventes orgánicos es inferior(22). 
1.1.4.5 Métodos funcionales 
El coeficiente de activación de la glutatión reductasa eritrocitaria o EGRAC por sus 
siglas en inglés es un método para determinar el estado funcional en riboflavina.  
El EGRAC es un método funcional que consiste en la reducción de la glutatión 
oxidada (GSSG) a su forma reducida (GSH) mediante la glutatión reductasa [GR 
(EC 1.8.1.7)] que tiene FAD como cofactor. El NADPH se oxida a NADP+ y se 
monitoriza a 340 nm. El EGRAC se calcula como la actividad de la GR estimulada 
con su grupo prostético FAD (actividad estimulada) dividida por la actividad sin FAD 
exógeno (actividad basal)(23). 
 






   GSH + NADP+       Actividad Basal 






   GSH + NADP+     Actividad Estimulada 
 
Si el valor de EGRAC es 1 quiere decir que el enzima está saturado y valores más 
elevados de EGRAC implica que es necesario FAD exógeno para saturar la enzima. 
Hecho que indica un peor estado en riboflavina.  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 





El punto de corte con el que se tendría que definir el estado de deficiencia en 
riboflavina no se ha definido de una forma estricta con criterios funcionales y esto 
implica que se utilicen diferentes puntos de corte según qué criterio se siga. 
Según el criterio clásico propuesto por McCormick se considera que valores de 
EGRAC superiores a 1,4 corresponden a deficiencia de riboflavina, los valores entre 
1,2 y 1,4 son considerados borderline y los valores de EGRAC inferiores a 1,2 son 
los que corresponden a los estados óptimos de riboflavina(15). Pero últimamente se 
ha propuesto en varios estudios como punto de corte para definir el estado de 
deficiencia en riboflavina EGRAC>1,3(24-27) e incluso se han publicado estudios 
donde se considera que valores de EGRAC>1,2 se corresponden con una 
deficiencia en riboflavina(28-30).  
Sería recomendable definir un punto de corte unificado basado en criterios 
funcionales para así poder comparar más adecuadamente los resultados obtenidos 
en los diferentes estudios. 
Nosotros para la realización de esta tesis doctoral hemos decidido aplicar el criterio 
clásico propuesto por McCormick ya que nos permite diferenciar entre un estado de 
deficiencia en riboflavina y un estado borderline. 
 
Para realizar la determinación de EGRAC es necesario un tratamiento previo de la 
muestra en fresco lo que hace que se tenga que tener previsto en el diseño de la 
obtención de muestras del estudio. El EGRAC se determina en eritrocitos lavados. 
Para obtener los eritrocitos una vez separado el plasma sanguíneo de la fracción 
restante de eritrocitos y leucocitos se depositan los eritrocitos en suero fisiológico y 
se centrifuga en frío. Este proceso de lavado se tiene que repetir varias veces. Una 
vez terminado el proceso de lavado los eritrocitos se diluyen y lisan en agua Mili-Q 
(relación 1/5) y se conservan a -80ºC. Todo este proceso se tiene que realizar sobre 
hielo.  
El hecho que este proceso requiera que se tenga que tener previsto de antemano 
en el diseño del estudio y que la preparación de la muestra sea mucho más 
laboriosa y requiera más tiempo que en otros métodos como HPLC o EC hace que 
este método sea menos utilizado. 
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Se ha decidido utilizar este método porque a pesar de ser más lenta y más laboriosa 
la preparación de la muestra tiene como ventaja que es un indicador del estado 
funcional en riboflavina de los tejidos. Al tratarse de muestras eritrocitarias implica 
que los resultados sean indicativos del estado en riboflavina a más largo término y 
reflejan mejor el estado en riboflavina ya que no son tan fluctúales como los 
obtenidos en plasma. El EGRAC es un buen indicador estado de saturación en 
riboflavina de los tejidos a excepción de cuando se presenta deficiencia en     
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, una anomalía poco frecuente en España (0,1% - 
0,5% de la población) (31). En esta anomalía la glutatión reductasa está saturada con 
FAD independientemente del estado en riboflavina(32). 
Todo esto hace que algunos autores definan a los valores de EGRAC como un gold 
standard. 
 
Los pasos para llevar a cabo este método se explican detalladamente en el 
apartado 3.2.4.5 de materiales y métodos.  
1.1.5. Deficiencia  
En algunas especies animales la riboflavina es sintetizada por enterobacterias, pero 
en el humano esta síntesis no es suficiente para cubrir las necesidades diarias. 
La deficiencia clínica de riboflavina es muy poco frecuente y se conoce como 
arriboflavinosis y es más habitual en países en vía de desarrollo con ingestas bajas 
en carnes y en otros alimentos básicos de consumo diario(33).  
Los síntomas de la arriboflavinosis son pocos específicos y aparecen sólo después 
de tres o cuatro meses de carencia de riboflavina y se asocian con estomatitis 
angular, que ocasiona grietas en la piel que se irradian desde la boca y algunas 
veces se extienden hasta la membrana mucosa y con queilosis. Las lesiones 
pueden ser rojas e inflamadas o secas y cicatrizadas. A veces, también se 
desarrolla glositis, o inflamación de la lengua, que comporta una atrofia papilar y la 
denominada lengua magenta. Anormalidades oculares como enrojecimiento, 
fotofobia y lagrimeo también se han relacionado con la deficiencia de riboflavina(33). 
Cuando se ha inducido experimentalmente la deficiencia en riboflavina se ha 
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detectado dermatitis escrotal o vulvar en hombres y mujeres respectivamente. 
Generalmente, la zona afectada presenta un intenso prurito y tiende a 
descamarse(34). 
 
A pesar de que la deficiencia clínica de riboflavina es muy poco habitual en países 
considerados del “primer mundo” varios estudios han encontrado deficiencia 
subclínica en países como Francia o Reino Unido.  
En 1999 Preziosi y colaboradores publicaron un estudio en el que entre otros se 
evaluaba el estado nutricional en riboflavina. Para ello se seleccionaron al azar del 
listín telefónico de 12 pueblos de la región francesa de Val-de-Marne                  
1108 individuos entre 2 y 65 años. En el grupo de edad de entre 18 y 65 años 
observaron que el EGRAC medio en los que tomaban un desayuno adecuado era 
1,32 y en el que no lo tomaban 1,36(35). 
En el Reino Unido, en el año 2001, se publicó el National Diet and Nutrition Surveys 
llevado a cabo entre 2000 y 2001 y en el que se seleccionaron 1131 participantes de 
entre 19 y 60 años de edad al azar del censo de 152 distritos postales diferentes 
considerados representativos de toda la población británica. En él, se reveló que en 
el grupo de edad de entre los 19 y los 24 años, el 82% de los hombres y el 77% de 
las mujeres presentaban una deficiencia subclínica en riboflavina cuando se 
aplicaba el punto de corte de EGRAC>1,3. También se observó que con la edad, el 
porcentaje de la población que presentaba deficiencia subclínica de riboflavina era 
inferior ya que en el grupo de edad de entre 50 y 60 años el porcentaje disminuía al 
54% en hombres y al 50% en mujeres. De este estudio también se desprendía que 
el EGRAC medio de la población británica masculina de entre 19 y 60 años era de 
1,38 y del 1,40 en la población femenina(36).  
Unos años más tarde, en 2007, Gariballa y Ullegaddi llevaron a cabo otro estudio en 
Reino Unido en el que se estudiaba el estado nutricional en riboflavina en              
96 pacientes mayores de 65 años que habían sufrido un accidente cerebrovascular 
isquémico. En este estudio cuando se aplicaba el mismo punto de corte que en el 
National Diet and Nutrition Surveys (EGRAC>1,3) el 51% de los participantes eran 
deficientes en riboflavina(37). Este porcentaje de participantes que presentan 
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deficiencia de riboflavina es similar al encontrado en el grupo de entre 50 y 60 años 
de edad del National Diet and Nutrition Surveys.      
 
Estos estudios revelan que el valor medio de EGRAC de la población adulta de dos 
países como Francia y Reino Unido es superior a 1,3. Como ya se ha mencionado 
anteriormente un EGRAC>1,3 se considera que corresponde a un estado deficiente 
en riboflavina. Estos resultados implican un bajo estado en riboflavina en países 
donde no era de esperar, por lo que son preocupantes. 
1.2. METABOLISMO MONOCARBONADO 
El metabolismo monocarbonado (figura 2) es un proceso muy complejo que es 
crucial para el intercambio de un carbono que es necesario para una gran cantidad 
de procesos celulares en los que se incluye la síntesis de purinas y piramidinas, 
metionina y el metabolismo de la glicina y la serina(38). 
Dos ciclos claves e inter-dependientes participan en el metabolismo 
monocarbonado: el ciclo de los folatos que actúa como donador o receptor en 
unidades de un carbono y el ciclo de la metionina que interviene en la vía de 
remetilación de la homocisteína a metionina.  
Ambos ciclos interseccionan en un punto de actuación en común, en la enzima 
metionina sintasa [MS (2.1.1.13)] que tiene como cofactor la cobalamina y cataliza el 
paso de 5-metiltetrahidrofolato (CH3THF) a tetrahidrofolato (THF) conjuntamente con 
el paso de homocisteína a metionina(39). 
1.2.1. Folato 
El término folato se usa para describir un grupo de compuestos derivados del ácido 
pteroilglutamico. La estructura básica está compuesta por un anillo de pteridina 
unido al ácido p-aminobenzoico y a un ácido glutámico. La forma totalmente oxidada 
de esta molécula es la que se conoce como ácido fólico. 
A través del paso por las distintas etapas del ciclo de los folatos va sufriendo 
diferentes sustituciones bioquímicas que hacen aparecer las diferentes formas 
reducidas, el THF, el 5,10-metilentetrahidrofolato (CH2THF) y el  CH3THF.  
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La forma mayoritaria en el torrente sanguíneo es el CH3THF
(40) que pasa a THF 
conjuntamente con el paso de homocisteína a metionina mediante la MS que tiene 
como cofactor la cobalamina(39). El THF pasa a CH2THF junto con el paso de          
L-serina a glicina mediante la serina hidroximetiltransferasa [SHMT (2.1.2.1)] que 
tiene piridoxina como cofactor(41). Este CH2THF pasa a CH3THF mediante la 
metilentetrahidrofolato reductasa [MTHFR (1.5.1.20)], que tiene FAD como cofactor. 
En este paso se genera un grupo metilo(42). Este grupo metilo es utilizado por la 
metionina MS(39). 
 
Los derivados del ácido fólico juegan un papel importante en el metabolismo 
monocarbonado actuando como donador o receptor de grupos metilos involucrados 
en la síntesis o degradación de aminoácidos, como la serina la metionina o la 
homocisteína y en la síntesis de tiamina y purinas(43).  
Un déficit en folato implica una reducción de todas las formas de folato del ciclo de 
los folatos con lo que se produciría una reducción en la transferencia de grupos 
metilos necesarios para remetilar la homocisteína produciendo un aumento de su 
concentración. Una elevada concentración de la homocisteína total plasmática 
(tHcy) se ha asociado con varias complicaciones en el embarazo como defectos del 
tubo neural(44, 45). 
La suplementación con ácido fólico se ha demostrado eficaz contra la aparición de 
defectos del tubo neural(46-48). Este fue el principal motivo por el que Estados Unidos 
decidió aplicar una política de fortificación de la harina con ácido fólico desde 
1998(49). Esta política consiste en añadir 140 µg de ácido fólico por cada 100 gramos 
de producto y ha provocado un aumento en la concentración de folato plasmático(50, 
51) y una disminución media del 10% de la tHcy(52). 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 






Figura 2 . Metabolismo monocarbonado. SHMT: Serina hidroximetiltransferasa; MTHFR: Metilentetrahidrofolato reductasa; MS: Metionina sintasa; MTRR: 
Metionina sintasa reductasa; CBS: Cistationina β-sintasa; MAT: Metionina adenosiltransferasa; MT: Metiltransferasa; THF: tetrahidrofolato; CH2THF: 5,10-
metilentetrahidrofolato; CH3THF: 5-metiltetrahidrofolato; GSH: Glutatión; SO4
2-: Sulfato inorgánico; SAH: S-Adenosilhomocisteína; SAM:                                 
S-Adenosilmetionina. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 





Existen dos puntos de unión entre el ciclo de los folatos y la riboflavina. Estos dos 
puntos son la MTHFR y la metionina sintasa reductasa [MTRR (1.16.1.8)] que 
cataliza el paso de cob(II)alamina a metilcob(III)alamina, que es la forma activa 
necesaria para el correcto funcionamiento de MS(53). La MTHFR necesita FAD como 
cofactor y la MTRR es una flavoproteína. 
El folato se considera el mayor determinante de la tHcy(54) pero una deficiencia en 
riboflavina podría provocar un mal funcionamiento del ciclo de los folatos, a pesar de 
presentar una buena concentración en folato, con lo que no se llevaría a cabo 
correctamente la remetilación de homocisteína a metionina. Este mal 
funcionamiento provocaría un aumento de la tHcy.   
1.2.2. Cobalamina 
El término cobalamina o vitamina B12 hace referencia a todos los compuestos 
organometálicos con un átomo central de cobalto y un anillo de corrina. Al átomo 
central de cobalto puede estar unido un grupo 5’-desoxiadenosil 
(desoxiadenosilcobalamina o adenosilcobalamina), metil (metilcobalamina), ciano 
(cianocobalamina) o hidroxil (hidroxicobalamina)(55). 
 
En el citosuelo la cobalamina actúa como cofactor de MS que como ya hemos visto 
es la enzima que se encarga de catalizar el paso de CH3THF a THF junto con el 
paso de homocisteína a metionina(39) que además de estar implicada en la correcta 
síntesis de ADN(56) también es clave para la síntesis de S-adenosilmetionina (SAM) 
necesaria para el mantenimiento de la capacidad de metilación(39). 
El ciclo catalítico de la MS se completa con la transferencia de un grupo metilo de la 
metilcob(III)alamina a la homocisteína, formándose metionina y cob(I)alamina(57). La 
cob(I)alamina es un intermedio lábil y cada aproximadamente 2000 ciclos catalíticos 
se oxida a cob(II)alamina(58). La metionina sintasa reductasa [MTRR (1.16.1.8)] es 
una flavoproteína que cataliza el paso de cob(II)alamina a metilcob(III)alamina(53). 
 
La deficiencia en cobalamina puede provocar lo que se conoce como la trampa de 
metilos(59-61). Esta teoría explica porque una deficiencia en cobalamina puede 
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manifestarse como una deficiencia funcional en folato a pesar de presentar un buen 
estado en éstos que se ve reflejada con un aumento en tHcy.  
Una deficiencia en cobalamina impediría un correcto funcionamiento de MS con lo 
que no se produciría el paso de CH3THF a THF. Por otra parte, la reacción de 
MTHFR es irreversible con lo que CH2THF pasa a CH3THF. De esta manera el 
folato celular está atrapado en forma de CH3THF ya que no puede pasar a THF ni 
puede volver a CH2THF
(59). Además, la reducción de la actividad de la MS debida a 
la deficiencia en cobalamina impide la remetilación de la homocisteína. Con lo que 
el resultado es un aumento en la tHcy. Esta teoría ha sido avalada por varios 
estudios(62-64). 
 
Existe un punto de unión indirecto entre la concentración en riboflavina y la 
concentración en cobalamina. Este punto es la MTRR que es una flavoproteína que 
cataliza el paso de cob(II)alamina a metilcob(III)alamina, que es ésta la forma activa 
necesaria para el correcto funcionamiento de MS(53).  
Una deficiencia en riboflavina podría provocar un mal funcionamiento de MTRR con 
lo que a pesar de presentar una buena concentración en cobalamina, ésta una vez 
desactivada, no podría volver a ser activada. Este mal funcionamiento provocaría un 
aumento de la tHcy. 
1.2.3. Vitamina B 2  
La riboflavina o vitamina B2 mediante sus formas biológicamente activas FMN y FAD 
actuando como coenzimas, tiene un papel principal en una amplia gama de 
reacciones biológicas. 
 
En los últimos años se ha despertado un interés por estudiar el papel que juega el 
estado en riboflavina en una enzima clave para el ciclo de los folatos, la MTHFR que 
tiene FAD como cofactor y cataliza el paso de CH2THF a CH3THF. En este paso se 
genera un grupo metilo(42) que es utilizado por la MS(39). 
A pesar del aumento en el número de estudios que investigan el efecto del estado 
en riboflavina sobre el ciclo de los folatos, el papel del estado en riboflavina en el 
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metabolismo monocarbonado no ha sido explorado totalmente. La riboflavina no 
interviene en el ciclo del metabolismo monocarbonado solamente como cofactor de 
MTHFR mediante su forma activa FAD. También interviene mediante la MTRR, que 
es una flavoproteína y cataliza el paso de cob(II)alamina a metilcob(III)alamina, que 
es la forma activa necesaria para el correcto funcionamiento de MS(53). La MS es la 
enzima que tienen en común los dos ciclos claves e inter-dependientes que 
participan en el metabolismo monocarbonado: el ciclo de los folatos y el ciclo de la 
remetilación de homocisteína a metionina.   
 
Aunque hasta ahora no se le ha dado una gran importancia al papel que juega el 
estado en riboflavina en el metabolismo monocarbonado, el hecho que dos enzimas 
claves para este metabolismo que intervienen en diferentes reacciones implicadas 
en la generación y el transporte de grupos metilo dependan de riboflavina hace 
pensar que un buen estado en riboflavina sea básico para su correcto 
funcionamiento.    
 
En tiempo de debate sobre si se tendría que aplicar una política de fortificación de la 
harina con ácido fólico en España, sería prudente no tan sólo la determinación del 
estado nutricional en folato de la población, sino también el estado nutricional en 
riboflavina.   
1.2.4. Vitamina B 6  
La vitamina B6 es un conjunto de seis vitámeros, tres derivados de la piridina 
[piridoxina (PN), piridoxamina (PM), piridoxal (PL)] y sus ésteres fosforilados 
[piridoxina-5’-fosfato (PNP), piridoxamina 5’-fosfato (PMP) y piridoxal 5’-fosfato 
(PLP)]. 
La forma fisiológicamente activa y el principal componente en el plasma humano es 
el PLP. 
El papel más conocido del PLP en el metabolismo monocarbonado es el de la vía de 
la transulfuración de la metionina, donde la homocisteína condensa con la serina 
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para formar cistationina en una reacción catalizada por un enzima dependiente de 
vitamina B6 la cistationina β-sintasa [CBS (4.2.1.22)].  
No obstante la PLP también participa en reacciones vinculadas al ciclo de los 
folatos. La SHMT tiene PLP como cofactor y cataliza el paso de L-serina a glicina 
conjuntamente con el paso de THF a CH2THF
(41). Este CH2THF es el substrato de 
MTHFR que cataliza una reacción en la que se genera un grupo metilo que es 
utilizado por la metionina sintasa(39). 
 
La vitamina B6 interviene en diferentes reacciones del metabolismo monocarbonado, 
estas diferentes reacciones están implicadas en la generación y el transporte de 
grupos metilo. Lo que hace pensar que un buen estado en vitamina B6 sea básico 
para su correcto funcionamiento.    
1.2.5. Homocisteína  
La homocisteína es un aminoácido sulfurado que es metabolizado por dos vías 
diferentes: la remetilación a metionina y la transulfuración a cisteína(65). 
 
En la vía de la transulfuración la homocisteína condensa con la serina para formar la 
cistationina en una reacción catalizada por un enzima dependiente de vitamina B6, 
la CBS. Esta cistationina se hidroliza mediante la cistationina γ-liasa (4.4.1.1) para 




Hay dos vías de remetilación de la homocisteína a metionina. Una es en la que se 
obtiene el grupo de la betaína. La reacción con la betaina tiene lugar básicamente 
en el hígado y en el riñón y está catalizada por la betaina-homocisteína 
metiltransferasa [BHMT (2.1.1.5)](67).  
La segunda vía de remetilación de la homocisteína está relacionada con el ciclo de 
los folatos ya que éste está relacionado con la MS que es la enzima que cataliza la 
remetilación de homocisteína a metionina. Esta vía a diferencia de la anterior tiene 
lugar en todos los tejidos(39).  
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En esta vía la MS transfiere un grupo metilo de la metilcob(III)alamina a la 
homocisteína, formándose metionina y cob(I)alamina(57). Este grupo metilo proviene 
de la conversión de forma irreversible de CH2THF a CH3THF que es catalizada por 
MTHFR, que requiere FAD como cofactor(42). La cob(I)alamina es un intermedio lábil 
y cada aproximadamente 2000 ciclos catalíticos se oxida a cob(II)alamina(58). La 
cob(II)alamina se remetila reductivamente para formar metilcob(III)alamina mediante 
la MTRR(53, 68).  
Gran parte de la metionina es transformada posteriormente a SAM que es el 
principal donador de grupos metilos mediante la metionina adenosiltransferasa [MAT 
(2.5.1.6)](69). El producto de estas reacciones de metilación es la                             
S-Adenosilhomocisteína (SAH) que es posteriormente hidrolizada por la 
adenosilhomocisteinasa (3.3.1.1) para formar homocisteína nuevamente(70). 
 
La priorización entre una vía u otra en función de la concentración de metionina en 
la dieta sugiere que hay una coordinación entre las dos vías.  
Se han propuesto dos posibles mecanismos de discriminación entre una vía u otra, 
el de la inhibición y el de la concentración de CH3THF. 
En el mecanismo de la inhibición SAM actúa como inhibidor alostérico de MTHFR 
que es la encargada de catalizar el paso de CH2THF a CH3THF, en esta reacción se 
obtiene un grupo metilo necesario para la metilación homocisteína a metionina. SAM 
también actúa como activador de CBS, que tiene B6 como cofactor y es la primera 
enzima de la vía de la transulfuración(71, 72). Esto implica que se suprima la creación 
de CH3THF esencial para la vía de la remetilación y se ve favorecido el primer paso 
de la vía de la transulfuración. 
El segundo mecanismo es el de la concentración de CH3THF. La glicina                  
N-metiltransferasa [GNMT (2.1.1.20)] cataliza el paso de un grupo metilo de SAM al 
grupo amino de la glicina formando sarcosina(73) y esta reacción está inhibida por 
CH3THF
(74).   
 
Se han observado que existen varios factores genéticos, fisiológicos, de estilo de 
vida y de procesado de la muestra que influyen sobre la tHcy. 
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Se ha investigado bastante el efecto del polimorfismo MTHFR 677 C>T sobre la 
tHcy. Este polimorfismo se explica más detalladamente en el apartado 1.2.6.1 ya 
que es uno de los polimorfismos estudiados especialmente en esta tesis. Pero a 
modo de introducción decir que ser homocigótico para este polimorfismo se asocia 
con una mayor tHcy cuando se acompaña con una dieta pobre en folato(75-78) y se 
ha considerado uno de los mayores determinantes de la tHcy(77). Los polimorfismos 
MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T, que también serán estudiados especialmente en 
esta tesis y se detallan en el apartado 1.2.7, también pueden aumentar la tHcy pero 
el posible papel de estos dos polimorfismos ha sido investigado mucho menos.  
 
Como factores fisiológicos destacan la edad, el sexo, la función renal y el embarazo. 
La tHcy aumenta con la edad y se considera que se duplica entre la infancia hasta la 
tercera edad(79-82). Los hombres presentan una mayor tHcy que las mujeres, de 
media unos 2 µmol/L, pero esta diferencia con las mujeres se va reduciendo a partir 
de la menopausia(82, 83). La tHcy depende de la función renal y de la síntesis de 
creatinina. Hay que tener en cuenta que la concentración de creatinina es indicador 
de la función renal(84, 85). Durante el embarazo la tHcy se ve reducida observándose 
su mínimo en el segundo trimestre del embarazo(86-89). Esta reducción es debida en 
parte a la hemodilución y la disminución de la albúmina sérica(88), a la influencia del 
estradiol(90) y al aumento en la función renal(91).   
 
Como factores de estilo de vida destacar el consumo de vitaminas del tipo B, fumar, 
y el consumo de café o de alcohol. 
Un mejor estado en folato se ha asociado con una menor tHcy. También un mejor 
estado en cobalamina, piridoxina y riboflavina se han asociado con una mejora en 
tHcy en algunos casos, aunque estas tres vitaminas han sido mucho menos 
estudiadas que el folato(50, 80, 92-98). El fumar y el consumo de café o alcohol también 
se han asociado con una mayor tHcy(83, 96, 97, 99). 
También se ha observado que la tHcy en plasma o suero sanguíneo incrementa 
cuando el tiempo de separación de las células sanguíneas aumenta(100-102). Esto es 
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debido a la liberación continúa de Hcy de los eritrocitos(102). A temperatura ambiente 
el aumento es de 1 µM/hora o lo que es lo mismo un incremento del 10% a la hora 
en una muestra tipo con una tHcy de 10 µmol/L(103). Este aumento de tHcy se puede 
reducir si se mantienen las muestras refrigeradas y se centrifugan de inmediato(104). 
Debido a la preparación del suero que se tiene que dejar entre 30 y 60 minutos a 
temperatura ambiente para permitir la coagulación, las concentraciones en éste son 
superiores a las obtenidas en plasma.  
 
Una homocisteína elevada se ha asociado con aumento de complicaciones 
cardiovasculares en varios estudios y metaanálisis.  
En un metaanálisis llevado a cabo por Boushey y colaboradores en 1995 en el que 
se analizaron los datos de 27 estudios en los que se analizaba la relación entre la 
tHcy y problemas vasculares, se encontró que un incremento de 5 µmol/L de tHcy 
se asocia con un incremento del 60% y el 80% de padecer complicaciones 
cardiovasculares en hombres y en mujeres respectivamente(105). En otro 
metaanálisis que llevaron a cabo Refsum y colaboradores basado en 80 estudios 
clínicos y epidemiológicos con un total de más de 10000 participantes llegaron a la 
conclusión que una tHcy elevada era un factor de riesgo para complicaciones 
cardiovasculares(106). 
Pintó y colaboradores en 2001 publicaron un estudio en el que participaron 76 
hombres de Cataluña en el que encontraron que una mayor tHcy se asocia con un 
mayor riesgo de enfermedades coronarias prematuras(107). 
Junto a este aumento de complicaciones cardiovasculares una tHcy elevada 
también se ha asociado con varias complicaciones en el embarazo(108). Entre ellas 
defectos del tubo neural en especial en presencia del polimorfismo                  
MTHFR 677 C>T(109-111), desprendimiento prematuro de placenta(112-114), crecimiento 
intrauterino retardado(115-117) y preeclampsia(118-120). 
 
Hasta ahora la gran mayoría de estudios que han evaluado los posibles factores que 
influyen sobre la tHcy se han concentrado principalmente en investigar el papel de 
los folatos y el polimorfismo MTHFR 677 C>T. Pero existen incongruencias entre los 
diferentes estudios. No todos los estudios muestran una relación entre            
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MTHFR 677 C>T y una tHcy elevada o las complicaciones sobre la salud objetivo de 
los diferentes estudios. Parece que aparte de las diferencias básicas que pueden 
existir entre los estudios también hay otros factores que no se han estudiado tanto 
hasta la fecha que pueden ser la causa de estas diferencias.  
Como hemos visto en este mismo apartado el estado en riboflavina a través de su 
papel como cofactor de MTHFR y de MTRR que es una flavoproteína también 
puede jugar un papel crucial en el metabolismo de la homocisteína. 
 
Debido a la evidencia de que la riboflavina afecta a la tHcy y de que el estado en 
esta vitamina podría afectar la estructura o función de diferentes enzimas implicados 
en el metabolismo monocarbonado en esta tesis, no sólo se estudiara el papel de 
los folatos y el polimorfismo MTHFR 677 C>T sobre la tHcy, sino que también se 
estudiará el papel del estado en riboflavina y como éste puede afectar al 
comportamiento del metabolismo monocarbonado a través de las dos enzimas de 
este metabolismo que son dependientes de riboflavina, la MTHFR y la MTRR.  
1.2.6. MTHFR 
Como se ha visto anteriormente la MTHFR cataliza la conversión de CH2THF a 
CH3THF y presenta FAD como cofactor. La reducción de CH2THF mediante la 
MTHFR libera un grupo metilo que se utiliza por la MS para la conversión de la 
homocisteína a metionina(42). Esta conversión es crucial para controlar la 
concentración de homocisteína intracelular y mantener los niveles adecuados de 
SAM, que es el donador universal de metilos que se usan en todas las reacciones 
de metilación de lípidos, proteínas y DNA(121). 
 
La MTHFR de los mamíferos son dímeros de unos 70 kDa, cada subunidad que 
contiene un lugar para enlazar de forma no covalente un FAD. La estructura 
contiene un dominio N-terminal catalítico y un dominio C-terminal regulador donde 
se une el inhibidor alostérico SAM y regula la actividad de la enzima según la 
concentración de metionina celular(71). 
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La estructura de MTHFR es el primer ejemplo que se conoció de barril β8α8 que se 
une a FAD, ya que lo más habitual en este tipo de estructuras es unirse a FMN. La 
cadena incluye 273 residuos y como es común en este tipo de estructuras el 
cofactor se une a un C-terminal de una de las cadenas β. Los residuos a los que se 
une FAD se agrupan en los extremos de las cadenas en barril β3, β4 y β5 y a lo largo 
de la hélice α5
(42).  
 
Hasta el momento se han encontrado varias mutaciones en MTHFR aunque los dos 
polimorfismos más estudiados han sido el MTHFR 677 C>T y el MTHFR 1298 A>C. 
1.2.6.1. MTHFR 677 C>T 
El polimorfismo MTHFR 677 C>T es bastante común y se produce en el exón 4. 
Consiste en el cambio de una citosina por una tiamina en la posición 677, lo que 
provoca la substitución del codón alanina por valina (A222V)(78). 
La frecuencia del alelo T en la población global se encuentra en el 32% pero esta 
frecuencia varía entre regiones siendo superior en los países del sur de Europa, 
donde el porcentaje de los homocigóticos para este polimorfismo llega al 20% en 
Sicilia y al 14% en España(77, 122). 
Esta mutación provoca una disminución de la afinidad de la proteína por FAD y un 
aumento de la termolabilidad de la enzima lo que conlleva una disminución de su 
actividad enzimática(123). La disminución de la actividad de la enzima llega a ser del 
68% en el caso de la variante TT(124). 
 
En un estudio llevado a cabo por Frosst y colaboradores en 1995 se demostraba 
que está perdida de la actividad enzimática provocaba un aumento de tHcy(78). 
Desde entonces varios estudios han investigado el efecto del polimorfismo     
MTHFR 677 C>T sobre tHcy y en ellos la presencia de la enzima mutante se ha 
asociado con un aumento en la tHcy. En 1998 otro estudio publicado por Weisberg y 
colaboradores en el que participaron 785 hombres, miembros del European 
Atherosclerosis Research Study II (EARS II), entre 22 y 25 años procedentes de 14 
universidades de 12 países europeos diferentes se demostraba el efecto del 
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polimorfismo sobre la tHcy en diferentes poblaciones europeas. En este estudio 
encontraron un gradiente norte-sur de tHcy en los homocigóticos, en los que los 
valores más altos se encontraban en Italia y Grecia(77). Tres años más tarde, Pintó y 
colaboradores realizaron un estudio en el que participaron 76 hombres de Cataluña 
y en el también encontraron que ser homocigótico para MTHFR 677 C>T se asocia 
con una homocisteína elevada(107). 
También se han realizado varios estudios en el que se analiza el papel del alelo 
mutante T para el polimorfismo MTHFR 677 C>T sobre tHcy en embarazadas. 
Kim y colaboradores en 2004 publicaron un estudio que se llevó a cabo en Corea en 
el que participaron 177 mujeres embarazadas de entre la 24 y 28 semanas de 
gestación. En este estudio encontraron que las homocigóticas para el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T presentaban una mayor tHcy que las salvajes para este mismo 
polimorfismo(76). Años más tarde, en 2007, Barbosa y colaboradores publicaron un 
estudio llevado a cabo en Brasil en el que participaron 405 embarazadas a las que 
se les extraía una muestra sanguínea en el momento que ingresaban en el hospital 
con trabajo de parto. Este grupo también encontró una mayor tHcy en las 
homocigóticas para MTHFR 677 C>T que en las salvajes(75).    
 
Debido a que la concentración en folato es esencial para el correcto funcionamiento 
MTHFR, ya que esta enzima cataliza el paso de CH2THF a CH3THF, también se ha 
investigado como la concentración de folato puede modificar el efecto del 
polimorfismo MTHFR 677 C>T sobre la actividad de la enzima. En estos estudios se 
ha observado que una menor concentración de folato se ha asociado con una mayor 
tHcy. 
En un estudio llevado a cabo en Estados Unidos por Jacques y colaboradores entre 
1994 y 1996 con 365 participantes de entre 25 y 69 años de edad se demostraba 
que los homocigóticos para MTHFR 677 C>T presentaban una mayor tHcy sólo 
cuando se encontraban en un peor estado en folato; si se encontraban en el rango 
alto de folato este aumento no se producía(125). Ese mismo año también en Estados 
Unidos, Ma y colaboradores llevaron a cabo un estudio con 293 participantes, de 
entre 40 y 84 años, del estudio Physicians’ Health Study en el que se observó que 
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los homocigóticos para MTHFR 677 C>T presentaban una mayor tHcy, en especial 
cuando el estado en folato era bajo(126).  
Hay que tener en cuenta que cuando se realizaron estos estudios todavía no se 
había implantado la política de fortificación de la harina con ácido fólico(49).  
En otro estudio realizado en 2008, una vez ya se había implantado la política de 
fortificación de la harina con ácido fólico, por Yang y colaboradores en el que 
participaban 6793 personas del estudio NHANES III se comprobó que los 
participantes que se encontraban en un peor estado en folato y eran homocigóticos 
para MTHFR 677 C>T presentaban una mayor tHcy(127). 
En estudios realizados en otros países como el llevado a cabo en Irlanda del Norte 
por Brown y colaboradores en 2004 con 407 participantes de entre 20 y 26 años se 
demostró que los homocigóticos para este polimorfismo que presentaban un peor 
estado en folato tenían mayor tHcy(128). Más recientemente en 2011, Holmes y 
colaboradores llevaron a cabo un metaanálisis con 237 estudios y un total de 59995 
participantes en el que se observó que el efecto del polimorfismo MTHFR 677 C>T 
sobre la tHcy era mayor en las poblaciones con un peor estado en folato(129). 
 
Por qué los homocigóticos para MTHFR 677 C>T presentan una mayor tHcy cuando 
el estado en folato es bajo puede explicarse por el hecho que el folato ayuda a 
estabilizar la unión entre MTHFR y su cofactor FAD. En un estudio realizado por 
Guenther y colaboradores en 1999 se observó que la variante termolábil del enzima 
perdía más fácilmente la unión con su cofactor FAD. Si se añadía folato o derivados 
de éste se reducía la pérdida del cofactor mediante la estabilización del enlace y de 
esta manera también se reducía la menor actividad de la enzima(42). 
 
El 2006 fue un momento clave para revelar la importancia del estado nutricional en 
riboflavina sobre la relación entre el polimorfismo MTHFR 677 C>T y la tHcy. 
Hasta ese momento la solución al problema del aumento de tHcy debido a ser 
homocigótico para MTHFR 677 C>T había sido la suplementación con ácido fólico. 
El ácido fólico podía solucionar este aumento de tHcy debido a la pérdida de 
actividad de la enzima de dos maneras diferentes. Una mediante la estabilización de 
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la unión entre MTHFR y su cofactor FAD(42) y otra mediante un bypass de este punto 
del ciclo. La mayor parte de la suplementación con ácido fólico se absorbe como 
CH3THF que es el producto final de la reacción de MTHFR. De esta forma se salta 
este punto del ciclo y se reduce el efecto de ser homocigótico para                  
MTHFR 677 C>T.  
Pero en este año McNulty y colaboradores publicaron un estudio que había tenido 
lugar en Irlanda del Norte. En este estudio con 680 participantes de entre 18 y 65 
años, los participantes fueron divididos entre grupo de intervención, a los que se les 
daba durante 12 semanas 1,6 mg de riboflavina diaria y grupo control a los que se 
les daba placebo. La suplementación con riboflavina aumentaba la concentración en 
riboflavina por igual en los tres genotipos, pero sólo en el caso de los homocigóticos 
para MTHFR 677 C>T se observaba una reducción del 22% de la tHcy(26).  
Este estudio proponía una mejor estrategia para lidiar con el problema de la mayor 
tHcy en los homocigóticos para MTHFR 677 C>T demostrando que mejorando el 
estado nutricional en riboflavina se podía solucionar el problema atacando 
directamente a su punto de origen. 
 
Varios estudios han analizado la relación entre el estado en riboflavina y la tHcy en 
los homocigóticos para el polimorfismo MTHFR 677 C>T.  
En 2000 Hustad y colaboradores llevaron a cabo un estudio en el que participaron 
423 personas de Noruega, comprendidas entre los 19 y 69 años, en el que 
demostraban que la riboflavina plasmática es un factor determinante independiente 
de tHcy(80). Siete años más tarde en 2007 otro estudio llevado a cabo en Noruega 
por Holm y colaboradores con 10601 participantes de entre 50 y 64 años se observó 
que una deficiencia en riboflavina se asociaba con una mayor tHcy en los 
homocigóticos para MTHFR 677 C>T(130). 
Otros dos estudios llevados a cabo en Estados Unidos analizaron la relación entre el 
estado en riboflavina y la tHcy en los homocigóticos para el polimorfismo        
MTHFR 677 C>T. 
En 2002 Jacques y colaboradores publicaron un estudio en el que participaban 450 
individuos del estudio Framingham Offspring Study en el que encontraron que el 
estado en riboflavina afectaba al metabolismo de la homocisteína pero sólo en el 
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grupo de homocigóticos para MTHFR 677 C>T que presentaban un peor estado en 
folato(131). Unos años más tarde en 2009 Caudill y colaboradores llevaron a cabo un 
estudio en el que participaron 60 varones adultos de entre 18 y 55 años de 
California. En este estudio observaron que un peor estado en riboflavina conllevaba 
una mayor tHcy en los individuos TT para el polimorfismo MTHFR 677 C>T que se 
encontraban en un peor estado en folato(132). 
Los resultados de estos estudios parecen inconsistentes. Los tres primeros estudios 
llevados a cabo en Europa encuentran que un peor estado en riboflavina se asocia 
con una mayor tHcy en los homocigóticos para MTHFR 677 C>T, en cambio, en los 
dos últimos estudios que tuvieron lugar en Estados Unidos este efecto del estado en 
riboflavina se limita a cuando el estado en folato es peor con lo que la riboflavina no 
parece ser el factor limitante. La explicación más plausible para esta divergencia 
entre los resultados obtenidos en los estudios de Europa y los de Estados Unidos es 
la política de fortificación.  
A diferencia de Europa, en Estados Unidos existe una política de fortificación de la 
harina con ácido fólico desde 1998 y una política de reposición de riboflavina en la 
harina desde 1943, aunque esta última es menos conocida(49). Esta política de 
fortificación de la harina con ácido fólico ha provocado que aumente la 
concentración de folato(50, 51) y de una disminución media del 10% de la tHcy(52).  
Esta diferencia entre los dos continentes podría ser el motivo por el cual los 
resultados obtenidos en Europa sólo sean reproducibles en Estados Unidos en los 
participantes que se encuentran en un peor estado en folato.       
 
Recientemente se han publicado varios estudios donde se investigaba la relación 
entre el estado en riboflavina y el polimorfismo MTHFR 677 C>T sobre la 
hipertensión arterial. Merchant y colaboradores en 2005 publicaron un estudio con 
955 mujeres embarazadas seropositivas de Tanzania en el que se observó que las 
mujeres que tomaban suplementos vitamínicos, que contenían riboflavina entre 
otras vitaminas, tenían un 38% menos de riesgo de desarrollar hipertensión 
gestacional(133). Años más tarde Horigan y colaboradores, en el 2009, publicaron un 
estudio llevado a cabo en Irlanda del Norte con 181 participantes en el que 
encontraron que la suplementación con riboflavina ayudaba a disminuir la presión 
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arterial en los individuos homocigóticos para MTHFR 677 C>T. En este estudio 
también se observó que la suplementación con riboflavina reducía la tHcy(134). Años 
más tarde, en 2012, se publicó otro estudio llevado a cabo también en Irlanda del 
Norte por Wilson y colaboradores con 83 participantes, en el que se observó que la 
suplementación con riboflavina era una buena estrategia para disminuir la presión 
arterial en un grupo de riesgo, como es el caso de los homocigóticos para      
MTHFR 677 C>T(135). 
En todos los casos se observó que una suplementación con riboflavina disminuía la 
presión arterial en los homocigóticos para MTHFR 677 C>T. El mecanismo por el 
cual se produce esta disminución no está claro, ni si quiera se sabe si es a través de 
la tHcy o es independiente de ésta. 
 
Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T se ha asociado con enfermedades 
coronarias(136-140), hipertensión arterial(135, 141-143) y con complicaciones del embarazo 
como defectos en el tubo neural(144), abortos espontáneos recurrentes(145, 146) y 
mayor riesgo de síndrome de Down(147, 148). 
Se han encontrado incongruencias entre los resultados obtenidos en estudios que 
han analizado la relación entre el polimorfismo MTHFR 677 C>T y la tHcy o 
diferentes enfermedades sin tener en cuenta el estado en riboflavina. El hecho de 
considerar solamente el estado en folato podría no ser suficiente. El estado 
nutricional en riboflavina podría explicar las incongruencias entre estos estudios. 
1.2.6.2. MTHFR 1298 A>C 
El polimorfismo MTHFR 1298 A>C se produce en el exón 7 y consiste en el cambio 
de un ácido glutámico por una alanina (E429A)(124). Esta mutación provoca una 
disminución de la afinidad de la proteína por FAD lo que conlleva una disminución 
de la actividad enzimática de ésta, aunque no se ha encontrado una termolabilidad 
de la enzima como en el caso de MTHFR 677 C>T. La disminución de la actividad 
de la enzima es menor que en el caso de la mutación 677 C>T, a pesar de eso, la 
disminución llega a ser del 45% en el caso de la variante CC(124, 149, 150).  
El alelo C se encuentra en el 30 % de la población europea(124).  
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Cuando se investigó el efecto del polimorfismo MTHFR 1298 A>C sobre tHcy se 
obtuvieron resultados dispares. 
Weisberg y colaboradores en 2000 llevaron a cabo un estudio en Estados Unidos en 
el que participaron 198 individuos del estudio NHLBI Family Heart Study. En este 
estudio encontraron que los portadores del alelo mutante no presentaban una mayor 
tHcy que los salvajes para este polimorfismo(149). Años más tarde, en 2003, Botto y 
colaboradores en Italia llevaron a cabo un estudio con 68 participantes en el que 
tampoco se observó relación entre el polimorfismo MTHFR 1298 A>C y la tHcy(151).  
En cambio en Portugal, en un estudio del 2002, Castro y colaboradores llevaron a 
cabo un estudio con 117 participantes de entre 20 y 69 años, en el que se observó 
que los homocigóticos para MTHFR 1298 A>C presentaban una mayor tHcy que los 
salvajes para el mismo polimorfismo(152). En otro estudio realizado en la India por 
Markan y colaboradores entre el 2003 y 2006 con 286 participantes encontraron que 
ser homocigótico se asociaba con una mayor tHcy(142).  
Estas incongruencias entre los resultados obtenidos en los estudios que han 
analizado la relación entre el polimorfismo MTHFR 1298 A>C y la tHcy podrían 
explicarse  por el diferente estado nutricional en riboflavina. 
El polimorfismo 1298 CC se ha asociado con enfermedades coronarias(153, 154), 
hipertensión arterial(142) y abortos espontáneos(146). 
 
Se ha observado que el alelo 677 T se encuentra casi siempre en cis con el alelo 
1298 A y el alelo 1298 C con el 677 C, o lo que es lo mismo que los individuos con 
la variante 677 TT presentan solamente la variante 1298 AA(124, 150, 155).  
Esto haría que los resultados derivados del estudio del polimorfismo              
MTHFR 1298 A>C podrían verse influenciados por el hecho que todos los 
homocigóticos para MTHFR 677 C>T son a su vez salvajes para este polimorfismo. 
Debido a esta relación que podría falsear los resultados nos limitaremos a estudiar 
el polimorfismo MTHFR 677 C>T. 
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Se ha visto que la relación entre MTHFR y tHcy depende del estado nutricional en 
folato y según algunos estudios del estado nutricional en riboflavina. Otro punto 
clave del metabolismo monocarbonado, el de intersección de los dos ciclos         
inter-dependientes que participan en el metabolismo monocarbonado, es la MS que 
tiene como cofactor la cobalamina. Pero la MS también depende de MTRR, que 
podría estar afectada por el estado nutricional en riboflavina. 
 
La MTRR es una flavoproteína de 78-KDa que contiene FAD y FMN de forma 
equimolar y cataliza la metilación reductiva de cob(II)alamina, siendo la SAM el 
donador de metilos(53, 68).  
La MTRR transfiere los electrones derivados de la oxidación de NADPH a través de 
sus centros activos (FAD y FMN) a su pareja redox la MS(68) que es la enzima que 
se encarga de catalizar el paso de homocisteína a metionina(39). La cob(I)alamina 
capta un grupo metilo del de CH3THF formando metilcob(III)alamina como 
intermedio y THF. El ciclo catalítico de la MS se completa con la transferencia de un 
grupo metilo de la metilcob(III)alamina a la homocisteína, formándose metionina y 
cob(I)alamina(57). La cob(I)alamina es un intermedio lábil y cada aproximadamente 
2000 ciclos catalíticos se oxida a cob(II)alamina(58).  
La cob(II)alamina se remetila reductivamente para formar metilcob(III)alamina. En 
este mecanismo de reactivación se forma un complejo entre la MS y MTRR y los 
electrones derivados de la oxidación de NADPH catalizada por MTRR se transfieren 
a la forma inactiva de MS(53, 68). Esta transferencia de electrones en el complejo    
MS-MTRR facilita la transferencia de un grupo metilo de AdoMet a MS, de esta 
forma se regenera la metilcob(III)alamina(156).  
Otra función menos conocida y más novedosa de MTRR es actuar como chaperona 
de MS ya que ayuda a estabilizar la forma apoMS favoreciendo la formación de 
holoMS(157). 
Se han identificado varios polimorfismos del gen MTRR pero los más estudiados 
son el MTRR 66 A>G y el MTRR 524 C>T. 
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El polimorfismo MTRR 66 A>G se produce en el exón 22 y consiste en el cambio de 
una alanina por una glicina en la posición 66, lo que provoca la substitución del 
codón metionina por isoleucina (M22I)(158).  
La frecuencia del alelo G en la población oscila entre el 30% de los hispanos y el 
50% de los caucásicos(158, 159). 
 
Varios estudios han investigado el efecto del polimorfismo MTRR 66 A>G sobre 
tHcy con resultados dispares. 
En el año 2001, Gaughan y colaboradores publicaron un estudio llevado a cabo en 
Irlanda del Norte con 601 hombres de entre 30 y 49 años de edad en el que 
encontraron que el ser homocigótico para MTRR 66 A>G se asociaba con un 
aumento de tHcy(160). Años más tarde, Vaughn y colaboradores realizaron un 
estudio con 362 mujeres de Florida de entre 20 y 30 años. En este estudio no 
encontraban diferencias significativas entre la tHcy según el polimorfismo         
MTRR 66 A>G pero si veían una tendencia a una mayor tHcy en las portadoras del 
alelo mutante G(161). Y un año más tarde en el 2005, en un estudio realizado en 
Francia de Guéant-Rodriguez y colaboradores con 778 participantes también se 
encontraron que una mayor tHcy en los homocigóticos para el polimorfismo      
MTRR 66 A>G(162).  
En cambio, Jacques y colaboradores publicaron un estudio en 2003 con 562 
participantes de Estados Unidos en el que no encontraban efecto del polimorfismo 
MTRR 66 A>G sobre la tHcy(163). Ese mismo año, se publico otro estudio realizado 
por Kluijtmans y colaboradores con 489 jóvenes de entre 20 y 25 años de Irlanda del 
Norte en el que no se encontró efecto del polimorfismo MTRR 66 A>G sobre la 
tHcy(164). También ese mismo año se publicaron otros dos estudios más, uno llevado 
a cabo en Italia por Botto y colaboradores con 68 participantes(151) y otro llevado a 
cabo por Brilakis y colaboradores en Estados Unidos con 504 pacientes de entre 27 
y 77 años en los que no encontraban diferencia en la tHcy según genotipo de MTRR 
66 A>G(165).   
Estas incongruencias entre los resultados obtenidos en los estudios que han 
analizado la relación entre el polimorfismo MTRR 66 A>G y la tHcy podrían 
explicarse por el diferente estado nutricional en riboflavina y en cobalamina. 
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Este polimorfismo se ha asociado con mayor riesgo de padecer enfermedades 
coronarias prematuras(166-169), espina bífida(158, 170, 171) y aumento del riesgo de 
padecer síndrome de Down(172, 173).  
 
El polimorfismo MTRR 524 C>T es un polimorfismo muchísimo menos estudiado 
que el 66 AG y consiste en el cambio de una citosina por una tiamina en la posición 
524, lo que provoca la substitución del codón serina por leucina (S175L). Esta 
mutación afecta a la región interdominio(174).  
La frecuencia del alelo T en una pequeña población en un grupo control es del 
62%(175). 
 
En ambas mutaciones el potencial reductor de los cofactores flavínicos no se ve 
prácticamente afectado, lo que se ve afectada es la afinidad por su pareja reductora 
la MS con lo que la reacción es de tres a cuatro veces menos eficiente (174). 
1.3. EMBARAZO 
El embarazo es uno de los factores fisiológicos que más influencia tiene sobre la 
tHcy. Esta influencia tiene lugar por dos vías distintas. 
Una vía es que a lo largo de la gestación la tHcy se ve reducida observándose su 
mínimo en el segundo trimestre del embarazo(86-89). Esta reducción es debida en 
parte a la hemodilución y la disminución de la albumina sérica(88), a la influencia del 
estradiol(90) y al aumento en la función renal(91) que se produce durante el embarazo. 
Otra vía es que también hay que tener en cuenta que el embarazo es un estado 
fisiológico en el que se produce una demanda extra en los nutrientes implicados en 
el eje polimorfismo-tHcy, como es el caso del folato, la cobalamina y la riboflavina. 
 
Estos hechos nos hacen pensar que el estrés del propio embarazo podría alterar, 
dependiendo del momento en el que se encuentre la gestación, de una forma 
diferente la relación de los polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 
524 C>T con la tHcy según el estado en riboflavina.   
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Para poder dilucidar si el embarazo alterar la relación de los polimorfismos     
MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T con la tHcy se tiene que 
comparar esta relación con la relación de estos mismos polimorfismos con la tHcy 
en una población no embarazada. Para reducir al máximo posibles factores 
confusores que podrían enmascarar esta relación lo idóneo es comparar con una 
población de mujeres no embarazadas no menopáusicas, del mismo rango de edad 
y de la misma área geográfica. 
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1.4. RESUMEN DE LA SITUACIÓN ACTUAL EN EL CAMPO Y APORTACIONES DE ESTA TESIS 
Tabla 4. Resumen de la situación actual en el campo y aportaciones de esta tesis  
Conocido Desconocido Contribución  
Existen algunos estudios que han investigado el comportamiento de 
tHcy en función de MTHFR 677 C>T en diferentes etapas del 
embarazo(76, 80, 176, 177). 
El comportamiento de tHcy en función de MTHFR 677 C>T según 
el estado en riboflavina de forma longitudinal desde el primer 
trimestre del embarazo hasta el final en un país desarrollado sin 
fortificación obligatoria con ácido fólico. 
Como el estado en folato afecta a este comportamiento 
Apartado 6.1.3 
Apartado 6.1.5 
Estudios previos del comportamiento de tHcy en la presencia del 
alelo mutante para el polimorfismo MTRR 66 A>G han dado 
resultados dispares(151, 160-165). Se ha descrito una mayor tHcy en la 
presencia del alelo mutante para el polimorfismo MTRR 524 C>T(178). 
El comportamiento de tHcy en función de MTRR 66 A>G o    
MTRR 524 C>T según el estado en riboflavina en una población 
grande de un país desarrollado sin fortificación obligatoria con 
ácido fólico. 




La riboflavina plasmática disminuye a lo largo del embarazo(179, 180). 
El comportamiento del indicador funcional de estado en riboflavina 
de forma longitudinal desde el primer trimestre del embarazo en 
una muestra grande de gestantes en un país desarrollado sin 
fortificación obligatoria con ácido fólico. Y el comportamiento de 
ésta en función del estado en folato. 
Apartado 6.1.1 
La tHcy disminuye durante el embarazo alcanzando su mínimo en el 
segundo trimestre(86-88). 
Como el estado en riboflavina influye sobre la evolución 
longitudinal de tHcy desde el primer trimestre del embarazo hasta 
el final en un país desarrollado sin fortificación obligatoria con 
ácido fólico. 
Apartado 6.1.2 
(Continua en la página siguiente) 
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Conocido Desconocido Contribución  
Cuando se está en un peor estado en riboflavina ser homocigótico 
para MTHFR 677 C>T se asocia con mayor tHcy(26, 80, 130, 132, 163, 181-
183). 
No está claro si este efecto es independiente del estado en folato. 
Apartado 4.1.2 
Apartado 4.1.4 
No se ha asociado la presencia del alelo mutante para el 
polimorfismo MTRR 66 A>G con una mayor tHcy(173). 
El comportamiento de tHcy en función de MTRR 66 A>G o    
MTRR 524 C>T según el estado en riboflavina de forma 
longitudinal desde el primer trimestre del embarazo en una 
muestra grande de gestantes en un país desarrollado sin 
fortificación obligatoria con ácido fólico. 
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2.- HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Hipótesis principal 
La riboflavina juega un papel crucial en el correcto funcionamiento de las enzimas 
MTHFR y MTRR, dos enzimas claves para la remetilación de la homocisteína a 
metionina. Un estado de deficiencia de riboflavina podría alterar la tHcy. 
El efecto de los polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T 
sobre la tHcy podría variar según el estado en riboflavina. 
 
Hipótesis secundarias 
El efecto de los polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T 
sobre la tHcy no depende sólo del estado en riboflavina sino también en el estado 
en los substratos de las enzimas que codifican; folato en el caso de MTHFR y 
cobalamina en el de MTRR. 
La gestación es un estado fisiológico en el que se produce una demanda extra en 
los nutrientes implicados en el eje polimorfismo-tHcy. Este estrés podría alterar, 
dependiendo de la relación de los polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y 
MTRR 524 C>T con la tHcy y según el estado en riboflavina.  
 
Objetivos 
Investigar en una muestra representativa de una población adulta no expuesta 
a suplementos vitamínicos del tipo B ni a la fortificación obligatoria con ácido 
fólico. 
 
1. La frecuencia de los polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y   
MTRR 524 C>T y el estado nutricional en riboflavina en función de los 
diferentes genotipos. 
2. La relación entre MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T y tHcy 
en función del estado en riboflavina. 
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3. Como el estado en los substratos de las enzimas afecta la relación 
riboflavina-polimorfismos-homocisteína según MTHFR 677 C>T,             
MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T. 
4. Repetir los análisis del objetivo 1 a 3 en las mujeres de edad fértil no 
embarazadas. 
 
Investigar en un estudio longitudinal de embarazo: 
 
1. La evolución del estado en riboflavina a lo largo del embarazo y su relación 
con los polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T. 
2. La evolución de la tHcy a lo largo del embarazo en función del estado en 
riboflavina, folato y cobalamina. 
3. La relación entre MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T y tHcy 
en función del estado en riboflavina a lo largo del embarazo. 
4. Como el estado en los substratos de las enzimas afecta la relación 
riboflavina-polimorfismos-homocisteína según MTHFR 677 C>T,             
MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T a lo largo del embarazo. 
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3.1.1. Estudio poblacional 
Es un estudio transversal llevado a cabo entre los años 1998 y 2002 en la Unitat de 
Medicina Preventiva i Salut Pública (MPiSP)  de la Facultat de Medicina i Ciències 
de la Salut (FMCS) de la Universitat Rovira i Virgili (URV) en colaboración con los 
centros de atención primaria (CAP) de los municipios en los que el estudio tuvo 
lugar. 
Los participantes formaban parte de una muestra representativa de la población 
adulta, de entre 18 y 75 años, estratificada por edad y sexo. 
Los criterios de exclusión fueron los siguientes: uso de suplementos vitamínicos del 
grupo B, función renal alterada, uso de medicamentos que contengan como 
principio activo el ácido valproico o el metotrexato que afectan al metabolismo de los 
folatos, estar embarazada, haber dado a luz en los últimos 6 meses o estar en 
periodo de lactancia, tomar inhibidores de la bomba de protones.  
El estudio fue aprobado por los Comités de Ética del Hospital Universitari Sant Joan 
de Reus (HUSJR) y de la fundación Jordi Gol i Gorina. A todos los participantes se 
les informó de la naturaleza del estudio y firmaron un consentimiento informado 
siguiendo las pautas de la declaración de Helsinki(184). 
En la figura 3 se puede observar el proceso de reclutamiento de los participantes. 
Los participantes se seleccionaron de forma aleatoria a través del padrón de 1996 
de los tres municipios en los que tuvo lugar el estudio. Se seleccionaron al azar 
1563 posibles participantes a los que se les envió una carta informativa. 
Posteriormente se contactó de forma telefónica con ellos. Fue imposible contactar 
con 238 individuos debido a errores en los datos de registro (dirección, teléfono, 
etc.), cambios de residencia, defunción, etc. Se excluyeron las 101 personas que 
cumplieron los criterios de exclusión, mencionados anteriormente, 391 declinaron 
formar parte del estudio y 32 no acudieron a la cita concertada.  
Finalmente participaron en el estudio 771 individuos, el 66% de los seleccionados 
elegibles. 
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Figura 3.  Diseño del reclutamiento de los participantes en el estudio poblacional.  
A todos los participantes se les realizó una revisión médica en la que se les registró 
diferentes medidas antropométricas entre ellas el peso y la altura. También se les 
preguntó sobre hábitos y estilo de vida.  
Los participantes completaron un registro dietético de tres días, dos laborables no 
consecutivos y uno de fin de semana. La cantidad de alimentos consumida se 
estimó mediante una entrevista con una dietista y con la ayuda de un álbum de 
fotografías de alimentos y de medidas caseras. 
 
En ayunas y por punción de la vena antecubital se les extrajeron 20 mL de sangre 
(10 mL en un tubo con ácido etilendiamintetraacético tripotásico (EDTA-K3) y 10 mL 
en un tubo sin anticoagulante). Las muestras se mantuvieron a 4ºC hasta el 
momento de su procesamiento. Este procesamiento se programó para antes de 2 
horas después de su extracción, ya que con el tiempo los eritrocitos liberan Hcy, 
siendo mayor esta liberación a temperatura ambiente, lo que provocaría un falso 
aumento de su concentración(185). Por este motivo posteriormente se eliminaron 30 
individuos más debido a que transcurrió más de 2 horas entre la extracción y el 
procesamiento de la muestra.  
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3.1.2. Estudio longitudinal en una muestra de gestantes (NutCIR) 
NutCIR (Nutrición y Crecimiento Intrauterino Retardado) es un estudio longitudinal 
que se lleva a cabo desde el 2004 en la MPiSP de la FMCS de la URV en 
colaboración con los servicios de Obstetricia y Ginecología del HUSJR y del 
Hospital Universitari Joan XXIII de Tarragona (HUJXXIII). A las mujeres que 
controlaban su embarazo en alguno de estos dos servicios se les ofreció participar 
si en la primera visita prenatal estaban de menos de 12 semanas de gestación. Los 
criterios de exclusión fueron: padecer alguna enfermedad crónica que afectase el 
estado nutricional o que requiriera algún tipo de intervención dietética, como puede 
ser la diabetes o la celiaquía, tomar medicamentos que interfieran con el 
metabolismo de los folatos (como ácido valproico o metotrexato) y embarazos 
múltiples. 
El estudio fue aprobado por los Comités de Ética e Investigación Clínica de los dos 
hospitales. A todas las participantes se les informó sobre la naturaleza del estudio y 
firmaron un consentimiento tal y como establece la declaración de Helsinki(184). 
 
En la figura 4 se puede observar el proceso de reclutamiento de las participantes. A 
los servicios de Obstetricia y Ginecología de los dos hospitales acudieron 1484 
gestantes. Por los criterios de exclusión anteriormente citados 875 gestantes no 
fueron candidatas a participar. De las 609 posibles participantes 29 declinaron la 
invitación a participar en el estudio y 9 no acudieron a la primera cita, con lo que el 
número final de participantes fue de 571 gestantes, el 94% de las elegibles. De 
estas 571 gestantes se eliminaron 53 más (2 gestaciones múltiples, 2 muertes 
fetales, 6 abandonos del estudio, 35 abortos espontáneos, 8 ILE) con lo que el 
número total de nacidos vivos fue 518. 
 
El diseño del estudio NutCIR se puede observar de forma esquemática en la figura 
5.  
El estudio conlleva la obtención de 6 muestras sanguíneas (5 maternas y 1 de 
cordón umbilical), 2 encuestas de hábitos y estilo de vida y en dos ocasiones una 
encuesta de frecuencia de consumo alimentario validada(186).  
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Figura 4.  Diseño del reclutamiento de las participantes en el estudio NutCIR. 
 
 
Figura 5 . Diseño del estudio NutCIR. 
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Las cuatro primeras muestras se hicieron coincidir con las programadas de forma 
rutinaria según el protocolo de seguimiento del embarazo (187) del Departament de 
Salut de la Generalitat de Catalunya, la quinta se extraía cuando la mujer ingresaba 
en el hospital con trabajo de parto y la sexta extracción es de sangre de cordón 
umbilical. La primera extracción sanguínea se realizó antes de las 12 semanas de 
gestación (SG), la segunda a las 15 SG, la tercera entre las 24 y 27 SG y la cuarta a 
las 34 SG. En cada extracción se obtenían 20 mL de sangre (un tubo de 10 mL de 
EDTA-K3 y otro de 10 mL sangre sin anticoagulante). Todas las extracciones se 
realizaron en ayunas, excepto la quinta (trabajo de parto).  
Las dos encuestas de hábitos y estilo de vida se realizaron en la semana 20 y en la 
semana 32 mediante una entrevista. Entre otros datos se registraba el uso de 
suplementos vitamínicos (preparado, dosis y pauta) y el hábito de consumo de 
tóxicos. Se entregó una encuesta de frecuencia de consumo alimentario a las 
participantes al entrar en el estudio para que la autocompletaran para registrar los 
hábitos dietéticos durante el primer trimestre del embarazo y la otra encuesta de 
frecuencia de consumo se realizó el día después del parto cubriendo la segunda 
mitad del embarazo (ver anexo 1). 
A las gestantes se les recetó 400 µg diarios de ácido fólico durante el primer 
trimestre del embarazo siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Española de 
Ginecología y Obstetricia (SEGO). El compuesto prescrito a las participantes 
también contenía 2 µg de cianocobalamina. 
  
Para esta tesis se han utilizado los datos obtenidos de las extracciones sanguíneas 
correspondientes a las <12, 24-27 y 34 SG y de las dos encuestas de hábitos y 
estilo de vida que se realizaron a las 20 y 32 SG. 
3.2. PROCESADO Y ANÁLISIS DE MUESTRAS 
Los procedimientos normalizados de trabajo utilizados preveían que antes de que 
transcurriesen dos horas desde la extracción de la muestra sanguínea se iniciaría el 
proceso de obtención de las diferentes fracciones sanguíneas necesarias para las 
distintas determinaciones bioquímicas.  
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El tubo con EDTA-K3 se utilizó para obtener plasma sanguíneo y el tubo sin 
anticoagulante para obtener suero. En el anexo 2 se describe todo el proceso y en 
la Figura 6 se detalla de forma esquemática la obtención de las diferentes fracciones 
sanguíneas a partir del tubo con EDTA-K3. 
Las muestras se centrifugaron a 1800 x g durante 15 minutos a 4ºC. El plasma 
sanguíneo resultante se congeló en alícuotas de 1 mL a -80ºC hasta el momento de 
su posterior utilización para determinaciones bioquímicas.  
 
 
Figura 6.  Esquema de obtención de las diferentes fracciones sanguíneas y las distintas 
determinaciones bioquímicas obtenidas a partir del tubo con EDTA-K3.  
Antes de centrifugar el tubo con EDTA-K3 se procedió a la conservación de 
eritrocitos en ácido ascórbico, en dilución 1:10, para la determinación microbiológica 
de folatos eritrocitarios según el método descrito por Molloy y Scott(188). Esta 
alícuota fue conservada a -80ºC en alícuotas de 250 µL hasta su posterior 
utilización. 
3.2.1 Lavado y separación de eritrocitos 
Una vez separado el plasma sanguíneo, para la posterior determinación de EGRAC, 
de la fracción restante de eritrocitos y leucocitos del tubo de EDTA-K3 se 
depositaron 500 µL de eritrocitos en 5 mL de suero fisiológico (ver anexo 3). Para 
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proceder al lavado de los eritrocitos se centrifugó a 280 x g durante 5 minutos a 4ºC. 
El sobrenadante resultante se descartó y se añadió nuevamente 5 mL de suero 
fisiológico. Este proceso de lavado se repitió tres veces. Una vez terminado el 
proceso de lavado los eritrocitos se diluyeron y lisaron con agua Mili-Q (relación 1/5) 
y se conservaron en alícuotas de 350 µL a -80ºC. Todo este proceso se realiza 
sobre hielo.  
Una vez descongelada la muestra para su determinación la muestra no se puede 
volver a congelar. Estas muestras no pueden verse sometidas al proceso de 
congelación-descongelación ya que se ve afectada la actividad enzimática. 
3.2.2  Obtención de leucocitos 
Una vez separado el plasma sanguíneo y los eritrocitos, del restante del tubo de 
EDTA-K3 se obtuvo la fracción de leucocitos. Para lograr la fracción de leucocitos se 
le añadió solución buffer de fosfatos (PBS) al restante del tubo de EDTA-K3 (ver 
anexo 3). Una vez homogeneizado por inversión (no menos de nueve veces) todo el 
contenido se vierte en 50 mL de solución de hemólisis (ver anexo 3) y se deja a 
temperatura ambiente durante 20 minutos. Una vez transcurrido este periodo se 
centrifugó a 2200 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante 
resultante se descartó y se procedió al lavado de los leucocitos con solución de 
hemólisis, una vez limpio el botón de leucocitos se resuspendió en 20 mL de 
solución de hemolisis y se centrifugó nuevamente a 2200 x g durante 5 minutos. El 
sobrenadante resultante se descartó y el botón de leucocitos una vez eliminado el 
exceso de solución de hemólisis se resuspendió en 900 µL de PBS y se conservó a 
-80ºC hasta su posterior utilización para la obtención de ADN. 
3.2.3. Extracción del ADN  
Es un proceso que consta de tres etapas y que se realizó mediante el kit de 
extracción Puregene (Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA) a partir de los 
leucocitos congelados en PBS. 
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La primera etapa es la de la lisis celular. Esta etapa se llevó a cabo a partir de los 
leucocitos ya descongelados que se traspasaron a un tubo con 10 mL de Cell Lysis 
Solution (ref. D-5F2, Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA). Esta solución se dejó 
reposar a temperatura ambiente y en ausencia de luz el tiempo necesario para que 
las células se lisaran. El tiempo de lisis depende de la concentración de leucocitos, 
pero normalmente era de aproximadamente un mes.  
La segunda etapa consiste en la precipitación proteica. Las células ya lisadas se 
mezclaron con 3,33 mL de Protein Precipitation Solution (ref. D-5F3, Gentra 
Systems, Minneapolis, MN, USA) y se incubó durante 15 minutos en hielo. Acto 
seguido se procedió a la centrifugación a 3000 x g durante 15  minutos a 4ºC. El 
sobrenadante se mezcló con 10 mL de isopropanol frío. Se mezcló por inversión 
suavemente hasta obtener la medusa de ADN. Una vez obtenida la medusa de ADN 
se volvió a centrifugar a 3000 x g durante 5 minutos a 4ºC. El sobrenadante se 
descartó y se añadieron 10 mL de etanol al 70% en frío y se volvió a centrifugar a 
3000 x g durante 5 minutos a 4ºC. Una vez finalizada esta nueva centrifugación se 
descartó otra vez el sobrenadante y se dejó evaporar el etanol a temperatura 
ambiente durante un periodo de 30 a 40 minutos. 
 
La tercera y última etapa es la hidratación del ADN. Al botón de ADN se le añade 
1200 µL de DNA Hydration Solution (ref. D-5F4, Gentra Systems, Minneapolis, MN, 
USA) y se deja hidratar en agitación y a temperatura ambiente entre 3 y 4 días. Para 
la prevención de la contaminación por hongos se le añadió una gota de cloroformo. 
El criotubo se conservó a 4ºC hasta el momento de la determinación genética.  
3.2.4. Determinaciones bioquímicas y genéticas 
3.2.4.1.- Determinación de homocisteína 
En las muestras procedentes del estudio poblacional se determinó mediante 
inmunoensayo de polarización de la fluorescencia utilizando el kit IMx Homocysteine 
(Abbott Laboratories Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA).  
En las muestras del estudio NutCIR se determinó mediante HPLC acoplada a un 
detector de masas en los laboratorios de Bevital (Bevital AS, Bergen, Noruega).  
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3.2.4.2.- Determinación de folatos plasmáticos y eritrocitarios. 
La determinación de los folatos eritrocitarios y plasmáticos se llevó a cabo mediante 
un ensayo microbiológico con Lactobacillus casei(188).  
 
Las muestras del estudio poblacional se determinaron en el departamento de 
bioquímica del Trinity Collage de Dublín (Trinity Collage, Dublín, Irlanda). 
Las muestras del estudio NutCIR se determinaron en los laboratorios de Bevital 
(Bevital AS, Bergen, Noruega) mediante el mismo método adaptado para posibilitar 
su robotización.  
3.2.4.3.- Determinación de cobalamina 
La determinación de la cobalamina se llevó a cabo mediante un ensayo 
microbiológico con Lactobacillus leichmannii(189). 
 
Las muestras del estudio poblacional se determinaron en el departamento de 
bioquímica del Trinity Collage de Dublín (Trinity Collage, Dublín, Irlanda). 
Las muestras del estudio NutCIR se determinaron en los laboratorios de Bevital 
(Bevital AS, Bergen, Noruega) mediante el mismo método adaptado para posibilitar 
su robotización.  
3.2.4.4.- Determinación de creatinina 
En las muestras procedentes del estudio poblacional se determinó mediante el 
método de Jaffé modificado utilizando un analizado COBAS Mira (Roche, Basel, 
Switzerland) y el kit de QCA (ref. 998891, Química Clínica Aplicada S.A., Amposta, 
España).  
 
En las muestras del estudio NutCIR se determinó mediante HPLC acoplada a un 
detector de masas en los laboratorios de Bevital (Bevital AS, Bergen, Noruega).  
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3.2.4.5.- Determinación de EGRAC 
Como se ha explicado anteriormente el EGRAC es marcador del estado funcional 
en riboflavina consistente en medir la actividad de la GR activada con FAD y dividirla 
por la actividad generada sin FAD exógeno. 
Tanto las muestras del estudio poblacional como las del estudio NutCIR se 
determinaron siguiendo la técnica de Mount(23) y utilizando un analizador COBAS 
Mira (Roche, Basel, Switzerland).  
 
Según el criterio clásico propuesto por McCormick se considera que valores de 
EGRAC superiores a 1,4 corresponden a deficiencia de riboflavina, los valores entre 
1,2 y 1,4 son considerados borderline y los valores de EGRAC inferiores a 1,2 son 
los que corresponden a los estados óptimos de riboflavina(15). 
 
A continuación se describe el proceso que se siguió para determinar el EGRAC. 
Cada día, antes de iniciar el análisis de las muestras, se realizaban dos 
determinaciones por triplicado de una muestra control de concentración conocida 
(ver anexo 4). Si la variación del valor de lectura entre ambas tandas o con el valor 
de referencia era superior al 10% no se proseguía con las determinaciones de las 
muestras y se revisaban todos los reactivos y tampones. 
 Se repetía el proceso hasta obtener una variación dentro de los límites aceptados. 
Las muestras se descongelaron sobre hielo. En el caso del estudio NutCIR todas las 
muestras procedentes de una misma participante se analizaban juntas en una 
misma tanda. Junto con las muestras sobre hielo también se descongela una 
alícuota de FAD de concentración 100 µM (ver anexo 5). 
 
Durante la descongelación de las muestras se preparaban los reactivos y tampones 
necesarios para la determinación. Primero se preparaba el tampón fosfato (TF) 
mezclando el TF A (K2HPO4) y el TF B (KH2PO4) en una relación aproximada de 4:1 
hasta obtener una solución tampón de pH de 7,4 (ver anexo 5). Posteriormente se 
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preparaba el NADPH de concentración 2 mM con TF (ver anexo 5). Este reactivo se 
preparaba protegido de la luz ya que el NADPH es sensible a ésta. 
Después se preparaba el GSSG a una concentración de 20 mM con TF (ver anexo 
5).  
Por último se preparaba el agente reactivo (RA) que se obtiene mezclando el TF con 
agua milli-Q (22,5 mL TF con 17,5 mL H2O).  
Una vez descongeladas las muestras se preparaban las alícuotas para la determinar 
la actividad basal y la actividad estimulada. La alícuota para determinar la actividad 
basal consistía en 90 µL de H2O milli-Q y 10 µL de muestra y para la estimulada en 
88 µL de H2O milli-Q y 10 µL de muestra y 2 µL de FAD. 
Las muestras se incubaban en un baño de agua a 37ºC durante 30 minutos. Una 
vez transcurrido este tiempo se comprobaba que no hubiera ninguna burbuja de aire 
dentro de la muestra que pudiese falsear los resultados. 
 
 
Figura 7.  Representación esquemática de la ubicación de las muestras, los reactivos y los controles 
en el COBAS Mira. CB: Control Basal; CE: Control Estimulado; nB: Muestra Basal; nE: Muestra 
Estimulada. 
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La primera muestra de cada tanda era el control diario que una vez determinado 
pasa a ocupar el último lugar de la tanda (figura 7). Si el valor conocido de esta 
muestra difería más de un 10% entre la primera y la última lectura o con el valor de 
la lectura de la tanda control, la tanda no se aceptaba como válida. 
 
Para que se llevara a cabo la reacción (ver apartado 1.1.4.5) eran necesarios 4 µL 
de muestra, 356 µL de H2O milli-Q, 20 µL de NADPH y 20 µL de GSSG. Esta 
reacción se producía por triplicado y a 37ºC. Tras una incubación de 10 minutos se 
procedía a la lectura de la absorbancia a 340 nm.  
 
El coeficiente se obtuvo mediante la división de la media de las lecturas de la 
muestra estimulada por la media de las lecturas de las muestras basales. 
 
Esta técnica presentó un coeficiente de variación interensayo de 3,95% y un 
coeficiente de variación intraensayo de 2,66%. 
3.2.4.6.- Determinación de EGOTAC 
El coeficiente de activación de la glutamato-oxalacetato transaminasa eritrocitaria o 
EGOTAC según sus siglas en inglés es un método para determinar el estado 
funcional en piridoxina o vitamina B6.  
 
Este método consistente en medir la actividad de la glutamato-oxalacetato 
transaminasa [GOT (EC 2.6.1.1)] también llamada amino aspartato transferasa 
(AST) activada con piridoxal-5’-fosfato (PLP), una de las formas activas de la 
vitamina B6, y dividirla por la actividad generada sin PLP exógeno. 
 
Este método conlleva dos reacciones acopladas. En la primera la AST que tiene 
piridoxina como cofactor cataliza la transferencia de un grupo amino del aspartato al 
cetoglutarato obteniéndose oxalacetato y glutamato. Para la segunda reacción es 
necesaria la participación de la malato deshidrogenasa [MDH (EC 1.1.1.37)] que 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Materiales y métodos  
 
77 
cataliza la reducción del oxalacetato a malato siendo NADH2 el donador de 
electrones. El NADH2 se oxida a NAD
+ y se monitoriza a 340 nm. 
 
 
L-Aspartado + α-Cetoglutarato   	

	
   Oxalacetato + Glutamato        
Oxalacetato + NADH2    

	
   Malato + NAD+      
 
L-Aspartado + α-Cetoglutarato   	

	
   Oxalacetato + Glutamato + PLP        
Oxalacetato + NADH2    

	
   Malato + NAD+      
 
 
La EGOTAC de las muestras se determinaron siguiendo la técnica de Mount(23) y 
utilizando un analizador COBAS Mira (Roche, Basel, Switzerland).  
 
El valor de EGOTAC sólo está disponible de las muestras de la población, los 
valores de las muestras del estudio NutCIR estaban todavía pendientes de 
determinar en el momento del redactado de esta tesis doctoral.  
3.2.4.7.- Determinación genética 
Se determinaron los polimorfismos de los genes que codifican las enzimas del ciclo 
de los folatos que tienen riboflavina como cofactor, MTHFR 677 C>T y            
MTHFR 1298 A>C, o son flavoproteínas, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T.  
Todas las determinaciones genéticas se realizaron en los laboratorios de Bevital 
(Bevital AS, Bergen, Noruega) a excepción del polimorfismo MTHFR 677 C>T del 
estudio poblacional que se realizó siguiendo la técnica de Frosst(78) en los 
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3.3. MÉTODOS ESTADÍSTICOS 
Los análisis estadísticos se han realizado mediante el programa estadístico SPSS 
(Statistical Package for Social Sciences, Chicago, IL, USA) versión 20.0 para 
Windows. El nivel de significación utilizado fue de p<0,05 para contrastes bilaterales. 
Las variables cuantitativas se describen con media e intervalo de confianza al 95% y 
las variables cualitativas como porcentaje e intervalo de confianza al 95%. 
A las variables de los parámetros bioquímicos se les aplicó la prueba de 
Kolmogorov-Smirnov para comprobar la normalidad de los valores. A las variables 
que no presentaban una distribución normal se les aplicó una transformación 
logarítmica. Entonces se describen con medias geométricas e intervalo de confianza 
al 95%. 
Para comparar las medias entre grupos se utilizó el análisis de la varianza. Para 
mantener el riesgo de error tipo I en el nivel deseado (p<0,05) se aplicó la corrección 
de Bonferroni en el caso de realizar comparaciones múltiples.  
Diremos que existe interacción cuando la relación entre el polimorfismo y la 
concentración de tHcy es diferente según el estado en riboflavina. Se explora la 
presencia de interacción mediante los denominados términos de interacción 
introducidos como variable independiente en modelos de regresión lineal múltiple.  
3.3.1. Estudio poblacional 
Es necesario definir qué puntos de cortes utilizamos cuando hablamos de estado en 
riboflavina eritrocitaria, folato y cobalamina plasmática. 
Para la descripción del estado nutricional en riboflavina eritrocitaria la asignación de 
los participantes a grupo de estado en riboflavina se realiza según los valores de 
EGRAC propuestos por McMormick. Se considera que valores de EGRAC iguales o 
superiores a 1,4 corresponden a deficiencia de riboflavina, los valores entre 1,2 y 
1,4 son considerados borderline y los valores de EGRAC iguales o inferiores a 1,2 
son los que corresponden a los estados óptimos de riboflavina(15) 
Para los análisis del estado en riboflavina según genotipo la asignación de los 
participantes a grupo de estado en riboflavina se realiza según terciles de EGRAC. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Materiales y métodos  
 
79 
El estado bajo en riboflavina corresponde al tercil alto de EGRAC (≥1,41), el medio 
al tercil medio de EGRAC (≥1,23 <1,41) y el estado alto en riboflavina corresponde 
al tercil bajo de EGRAC (<1,23). 
La asignación de los participantes a grupo de estado en folato se realiza según 
terciles de folato plasmático. El estado bajo en folato corresponde al tercil bajo   
(<9,1 nmol/L), el estado medio en folato al tercil medio (≥9,1 <14,7 pmol/L) y el 
estado alto corresponde al tercil alto (≥14,7 pmol/L).  
La asignación de los participantes a grupo de estado en cobalamina se realiza 
según terciles de cobalamina plasmática. El estado bajo en cobalamina corresponde 
al tercil bajo (<300 pmol/L), el estado medio en cobalamina al tercil medio         
(≥300 <403 pmol/L) y el estado alto corresponde al tercil alto (≥403 pmol/L).  
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en 
riboflavina eritrocitaria (según terciles) se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
- Cuando se estudió en función de MTHFR 677 C>T  
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, edad, sexo, IMC y 
centro de estudio. 
- Cuando se estudió en función de MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser portador del alelo mutante G o T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
edad, sexo, IMC y centro de estudio. 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en folato 
plasmático (según terciles) se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
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variable independiente:  Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, edad, sexo, IMC y 
centro de estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en 
cobalamina plasmática (según terciles) se utilizaron regresiones lineales múltiples 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser portador del alelo mutante G para    
MTRR 66 A>G o ser portador del alelo mutante T para MTRR 524 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
edad, sexo, IMC y centro de estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en folato 
plasmático (según terciles) y en riboflavina eritrocitaria (según terciles) se utilizaron 
regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, edad, sexo, IMC y 
centro de estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en 
cobalamina plasmática (según terciles) y en riboflavina eritrocitaria (según terciles) 
se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
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variable independiente:  Ser portador del alelo mutante G para    
MTRR 66 A>G o ser portador del alelo mutante T para MTRR 524 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
edad, sexo, IMC y centro de estudio. 
 
Para investigar la posible existencia de una interacción entre la riboflavina 
eritrocitaria y el genotipo sobre la tHcy se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
- Cuando se estudió en función de MTHFR 677 C>T  
variable dependiente:  lntHcy 
variables independientes:  Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo, EGRAC y el término de interacción entre genotipo 
y EGRAC [(Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T respecto a no 
serlo) x (EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, edad, sexo, IMC y 
centro de estudio. 
- Cuando se estudió en función de MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T 
variable dependiente:  lntHcy 
variables independientes:  Ser portador del alelo mutante para MTRR 
66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no serlo, EGRAC y el término de 
interacción entre genotipo y EGRAC [(Ser portador del alelo mutante 
para MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no serlo) x 
(EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
edad, sexo, IMC y centro de estudio. 
Cuando se investigaba esta posible interacción en función del estado en cobalamina 
(según terciles) se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
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variables independientes:  Ser portador del alelo mutante para  
MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no serlo, EGRAC y el 
término de interacción entre genotipo y EGRAC [(Ser portador del alelo 
mutante para MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no serlo) x 
(EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
edad, sexo, IMC y centro de estudio. 
3.3.2. Mujeres en edad fértil no embarazadas y no suplementadas 
con vitaminas del grupo B 
La asignación de las participantes a grupo de estado en riboflavina se realiza según 
terciles de EGRAC. El estado bajo en riboflavina corresponde al tercil alto de 
EGRAC (≥1,51), el medio al tercil medio de EGRAC (≥1,29 <1,51) y el estado alto 
en riboflavina corresponde al tercil bajo de EGRAC (<1,29). 
El estado en cobalamina plasmática se estudiará en función de valores superiores o 
inferiores a la mediana de cobalamina. Se define estar por debajo de la mediana de 
cobalamina como estado bajo en cobalamina (<326 pmo/L) y estar por encima de la 
mediana de cobalamina como estado alto en cobalamina (≥326 pmol/L). 
El estado en folato plasmático se estudiará en función de valores superiores o 
inferiores a la mediana de folato. Se define estar por debajo de la mediana de folato 
como estado bajo en folato (<10,2 nmo/L) y estar por encima de la mediana de 
folato como estado alto en folato (≥10,2 nmol/L). 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en 
riboflavina eritrocitaria (según terciles) se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
- Cuando se estudió en función de MTHFR 677 C>T  
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo. 
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variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro de 
estudio. 
- Cuando se estudió en función de MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser portadora del alelo mutante G o T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
IMC y centro de estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en folato 
plasmático (según valores por encima o por debajo de la mediana) se utilizaron 
regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro de 
estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en 
cobalamina plasmática (según valores por encima o por debajo de la mediana) se 
utilizaron regresiones lineales múltiples 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser portadora del alelo mutante G para    
MTRR 66 A>G o ser portadora del alelo mutante T para                
MTRR 524 C>T respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
IMC y centro de estudio. 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Materiales y métodos  
 
84 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en folato 
plasmático (según valores por encima o por debajo de la mediana) y en riboflavina 
eritrocitaria (según terciles) se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro de 
estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en 
cobalamina plasmática (según valores por encima o por debajo de la mediana) y en 
riboflavina eritrocitaria (según terciles) se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser portadora del alelo mutante G para    
MTRR 66 A>G o ser portadora del alelo mutante T para MTRR 524 
C>T respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
IMC y centro de estudio. 
 
Para investigar la posible existencia de una interacción entre la riboflavina 
eritrocitaria y el genotipo sobre la tHcy se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
- Cuando se estudió en función de MTHFR 677 C>T  
variable dependiente:  lntHcy 
variables independientes:  Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo, EGRAC y el término de interacción entre genotipo 
y EGRAC [(Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T versus no serlo) x 
(EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro de 
estudio. 
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- Cuando se estudió en función de MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T 
variable dependiente:  lntHcy 
variables independientes:  Ser portadora del alelo mutante para 
MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no serlo, EGRAC y el 
término de interacción entre genotipo y EGRAC [(Ser portadora del 
alelo mutante para MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no 
serlo) x (EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
IMC y centro de estudio. 
Cuando se investigaba esta posible interacción en función del estado en folato 
plasmático (según valores por encima o por debajo de la mediana) se utilizaron 
regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
variables independientes:  Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo, EGRAC y el término de interacción entre genotipo 
y EGRAC [(Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T respecto a no 
serlo) x (EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro de 
estudio. 
Cuando se investigaba esta posible interacción en función del estado en cobalamina 
(según valores por encima o por debajo de la mediana) se utilizaron regresiones 
lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
variables independientes:  Ser portadora del alelo mutante para  
MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no serlo, EGRAC y el 
término de interacción entre genotipo y EGRAC [(Ser portadora del 
alelo mutante para MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no 
serlo) x (EGRAC)]. 
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variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, 
IMC y centro de estudio. 
3.3.3. Estudio longitudinal en una muestra de gestantes (NutCIR) 
Para estudiar cómo evolucionaba el estado en riboflavina eritrocitaria durante el 
embarazo se utilizó un análisis de la varianza de medidas repetidas con corrección 
post-hoc de Bonferroni. 
 
Es necesario indicar a qué punto del embarazo nos referimos cuando hablamos de 
estado en riboflavina eritrocitaria, folato y cobalamina plasmáticos. 
 
Para la descripción del estado nutricional en riboflavina eritrocitaria a lo largo del 
embarazo la asignación de los participantes a grupo de estado en riboflavina se 
realiza según los valores de EGRAC propuestos por McMormick. Se considera que 
valores de EGRAC superiores a 1,4 corresponden a deficiencia de riboflavina, los 
valores entre 1,2 y 1,4 son considerados borderline y los valores de EGRAC 
inferiores a 1,2 son los que corresponden a los estados óptimos de riboflavina(15). 
 
Para los análisis del estado en riboflavina según genotipo la asignación de los 
participantes a grupo de estado en riboflavina se realiza según terciles de EGRAC. 
El porcentaje de mujeres que toman suplementos vitamínicos que contengan 
riboflavina es muy bajo, así pues, el estado en riboflavina debería de variar 
solamente por el efecto del embarazo, que se supone es el mismo en todas, con lo 
que no es de esperar que una mujer que empiece el embarazo en el tercil alto lo 
acabe en el tercil bajo de riboflavina y viceversa. 
Teniendo en cuenta esto la asignación de las gestantes a grupo de estado en 
riboflavina se realiza según los  terciles de EGRAC que presentaban las mujeres en 
el primer punto, es decir <12 SG. El estado bajo en riboflavina corresponde al tercil 
alto de EGRAC (≥1,17), el medio al tercil medio de EGRAC (≥1,17 <1,09) y el 
estado alto en riboflavina corresponde al tercil bajo de EGRAC (<1,09). 
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El estado en cobalamina plasmática se estudiará en función de valores superiores o 
inferiores a la mediana de cobalamina. La asignación de las gestantes al grupo por 
encima o por debajo de la mediana de cobalamina plasmática se realiza con los 
valores que presentaban las mujeres al inicio del embarazo (<12 SG). El motivo de 
escoger este punto es el mismo que en el caso del estado en riboflavina. Se define 
estar por debajo de la mediana de cobalamina como estado bajo en cobalamina 
(<372 pmo/L) y estar por encima de la mediana de cobalamina como estado alto en 
cobalamina (≥372 pmol/L). 
 
El estado en folato plasmático se estudiara en función de valores superiores o 
inferiores a la mediana de folato. La asignación de las gestantes al grupo por 
encima o por debajo de la mediana de folato plasmático se realiza en dos puntos 
diferentes, uno al inicio del embarazo (<12 SG) y otro en el segundo trimestre     
(24–27 SG). El efecto de la suplementación con ácido fólico durante el primer 
trimestre del embarazo podría desaparecer una vez se deja de tomar, por eso 
aplicamos dos puntos diferentes uno durante la suplementación con ácido fólico y 
otro una vez ha finalizado la suplementación con éste.   
A los <12 SG se define estar por debajo de la mediana de folato como estado bajo 
en folato (<27,9 nmo/L) y estar por encima de la mediana de folato como estado alto 
en folato (≥ 27,9 nmol/L). 
A los 24–27 SG se define estar por debajo de la mediana de folato como estado 
bajo en folato (<11,3 nmo/L) y estar por encima de la mediana de folato como 
estado alto en folato (≥ 11,3 nmol/L). 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy en función del estado en 
riboflavina eritrocitaria (según terciles) a lo largo del embarazo se utilizaron 
regresiones lineales múltiples. Las variables de ajustes son las variables 
correspondientes a cada punto del embarazo (<12 SG, 24–27 SG y 34SG). 
- Cuando se estudió en función de MTHFR 677 C>T  
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo. 
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variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, 
edad gestacional en el momento de la extracción y centro de estudio. 
- Cuando se estudió en función de MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser portadora del alelo mutante G o T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de tabaco, edad, 
partos anteriores, IMC, edad gestacional en el momento de la 
extracción y centro de estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy durante la gestación en 
función del estado en folato plasmático (según valores por encima o por debajo de 
la mediana) se utilizaron regresiones lineales múltiples. Las variables de ajustes son 
las variables correspondientes a cada punto del embarazo (<12 SG, 24–27 SG y 
34SG). 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, 
edad gestacional en el momento de la extracción y centro de estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy a lo largo del embarazo en 
función del estado en cobalamina plasmática (según valores por encima o por 
debajo de la mediana) se utilizaron regresiones lineales múltiples. Las variables de 
ajustes son las variables correspondientes a cada punto del embarazo (<12 SG,   
24–27 SG y 34SG). 
variable dependiente:  lntHcy 
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variable independiente:  Ser portador del alelo mutante G para    
MTRR 66 A>G o ser portador del alelo mutante T para MTRR 524 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de tabaco, edad, 
partos anteriores, IMC, edad gestacional en el momento de la 
extracción y centro de estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy a lo largo de la gestación en 
función del estado en folato plasmático (según valores por encima o por debajo de 
la mediana) y en riboflavina eritrocitaria (según terciles) se utilizaron regresiones 
lineales múltiples. Las variables de ajustes son las variables correspondientes a 
cada punto del embarazo (<12 SG, 24–27 SG y 34SG). 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, 
edad gestacional en el momento de la extracción y centro de estudio. 
 
Para investigar cómo el genotipo influía sobre la tHcy durante el embarazo en 
función del estado en cobalamina plasmática (según valores por encima o por 
debajo de la mediana) y en riboflavina eritrocitaria (según terciles) se utilizaron 
regresiones lineales múltiples. Las variables de ajustes son las variables 
correspondientes a cada punto del embarazo (<12 SG, 24–27 SG y 34SG). 
variable dependiente:  lntHcy 
variable independiente:  Ser portador del alelo mutante G para    
MTRR 66 A>G o ser portador del alelo mutante T para MTRR 524 C>T 
respecto a no serlo. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de tabaco, edad, 
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partos anteriores, IMC, edad gestacional en el momento de la 
extracción y centro de estudio. 
 
Para investigar la posible existencia de una interacción entre la riboflavina 
eritrocitaria y el genotipo sobre la tHcy a lo largo del embarazo se utilizaron 
regresiones lineales múltiples. Las variables de ajustes son las variables 
correspondientes a cada punto del embarazo (<12 SG, 24–27 SG y 34SG). 
- Cuando se estudió en función de MTHFR 677 C>T  
variable dependiente:  lntHcy 
variables independientes:  Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo, EGRAC y el término de interacción entre genotipo 
y EGRAC [(Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T respecto a no 
serlo) x (EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, 
edad gestacional en el momento de la extracción y centro de estudio. 
- Cuando se estudió en función de MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T 
variable dependiente:  lntHcy 
variables independientes:  Ser portadora del alelo mutante para 
MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no serlo, EGRAC y el 
término de interacción entre genotipo y EGRAC [(Ser portadora del 
alelo mutante para MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no 
serlo) x (EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de tabaco, edad, 
partos anteriores, IMC, edad gestacional en el momento de la 
extracción y centro de estudio. 
Cuando se investigaba esta posible interacción a lo largo del embarazo en función 
del estado en folato plasmático (según valores por encima o por debajo de la 
mediana) se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
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variables independientes:  Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T 
respecto a no serlo, EGRAC y el término de interacción entre genotipo 
y EGRAC [(Ser homocigótica para MTHFR 677 C>T respecto a no 
serlo) x (EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, 
edad gestacional en el momento de la extracción y centro de estudio. 
Cuando se investigaba esta posible interacción a lo largo del embarazo en función 
del estado en cobalamina plasmática (según valores por encima o por debajo de la 
mediana) se utilizaron regresiones lineales múltiples. 
variable dependiente:  lntHcy 
variables independientes:  Ser portadora del alelo mutante para  
MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no serlo, EGRAC y el 
término de interacción entre genotipo y EGRAC [(Ser portadora del 
alelo mutante para MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T respecto a no 
serlo) x (EGRAC)]. 
variables de ajuste:  cobalamina, folato y creatinina plasmática, 
EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de tabaco, edad, 
partos anteriores, IMC, edad gestacional en el momento de la 
extracción y centro de estudio. 
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En la tabla 5 se pueden observar algunas de las características de la muestra de la 
población adulta estudiada. La media de edad de los participantes en el estudio era 
de 43 años y el 34,3% eran fumadores. El EGRAC medio de la muestra era de 1,38 
y el 34% de esta presenta un estado deficiente en riboflavina (EGRAC ≥ 1,4)(15). 
 
Tabla 5: Características de la muestra de la población adulta (n = 771)  
Edad1, años 42,7 (41,6 – 43,8) 
Hombres, % 48,0 (44,5 – 51,5) 
Fumadores, % 34,3 (31,1 – 37,8) 
IMC1, Kg/m2 27,0 (26,7 – 27,4) 
Alcohol1, g/día 9,6 (8,3 – 10,9) 
Folato plasmático2, nmol/L 11,5 (11,0 – 11,9) 
Folato eritrocitario2, nmol/L 811 (789 – 833) 
Creatinina sérica2, µmol/L 72,1 (71,2 – 73,0) 
Cobalamina plasmática2, pmol/L 346 (337 – 355) 
Homocisteína plasmática2, µmol/L 9,6 (9,4 – 9,8) 
EGRAC1 1,38 (1,36 – 1,39) 
Estado en B2 bajo (EGRAC ≥ 1,4), % 34,0 (30,7 – 37,4) 
EGOTAC1 1,66 (1,64 – 1,68) 
1Media aritmética 2Media geométrica (IC 95%); IMC: Índice de Masa Corporal. 
 
En la tabla 6 y tabla 7 se presenta el estado nutricional en algunas vitaminas del 
grupo B según sexo y edad y según genotipo respectivamente.  
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Tabla 6: Estado nutricional en vitaminas del grupo B y tHcy según sexo y edad  
 Mujeres, años   Hombres, años  
< 35  
154 [39,7] 1 
≥ 35 a < 60  
176 [45,4] 1 
≥ 60  
58 [14,9] 1 
 < 35  
134 [37,3] 1 
≥ 35 a < 60 
 169 [47,1] 1 
≥ 60  
56 [15,6] 1 
EGRAC2 1,46 (1,41 – 1,50) 1,34 (1,31 – 1,38)*** 1,33 (1,26 – 1,39)**  1,41 (1,36 – 1,45) 1,36 (1,33 – 1,39) 1,32 (1,25 – 1,40)* 
EGOTAC2 1,69 (1,65 – 1,72) 1,69 (1,65 – 1,72) 1,64 (1,58 – 1,70)  1,66 (1,63 – 1,70) 1,64 (1,61 – 1,68)  1,59 (1,53 – 1,65) 
FP3, nmol/L 9,42 (8,75 – 10,15) 13,77 (12,74 – 14,89)***,††† 16,90 (14,54 – 19,63)***  8,60 (7,92 – 9,35) 11,60 (10,78 – 12,47)***,††† 14,96 (12,83 – 17,44)*** 
FE3, nmol/L 681 (643 – 722) 849 (805 – 896)***,†† 985 (889 – 1091)***  712 (770 – 756) 881 (836 – 929)***,†† 990 (897 – 1094)*** 
B12
3, pmol/L 319 (300 – 340) 377 (358 – 376)*** 348 (315 – 386)  350 (331 – 371) 350 (332 – 368) 318 (286 – 353) 
tHcy 4, µmol/L 8,36 (8,04 – 8,69) 8,51 (8,23 – 8,80)††† 10,96 (10,14 – 11,85)***  10,03 (9,56 – 10,52) 10,32 (9,98 – 10,68)††† 11,65 (11,03 – 12,30)*** 
1Número de individuos en el grupo [%]  2Media aritmética 3Media geométrica 4Media geométrica ajustada por folato plasmático y centro del estudio (IC 95%); FP: Folato 
plasmático, FE: Folato eritrocitario, tHcy: Homocisteína total plasmática en ayunas; * p<0,05  ** p<0,01  *** p<0,001 vs < 35 años †† p<0,01 †††  p<0,001 vs ≥ 60 años. 
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Tabla 7: Estado nutricional en vitaminas del grupo B  y tHcy según genotipo  
 N [%]  EGRAC1 EGOTAC1 FP2, nmol/L  FE2, nmol/L  B122, pmol/L  tHcy 3, µmol/L  
Todos 771 [100] 1,38 (1,36 – 1,39) 1,66 (1,64 – 1,68) 11,5 (11,0 – 11,9) 811 (789 – 833) 346 (337 – 355) 9,55 (9,37 – 9,73) 
MTHFR 677         
CC 276 [35,9] 1,39 (1,36 – 1,42) 1,66 (1,63 – 1,69) 12,4 (11,6 – 13,2) 888 (850 – 928) 356 (342 – 371) 9,14 (8,87 – 9,41) 
CT 356 [46,3] 1,38 (1,36 – 1,41) 1,66 (1,64 – 1,69) 11,3 (10,7 – 12,0)*,† 822 (792 – 853)**,††† 340 (328 – 353) 9,34 (9,10 – 9,58)††† 
TT 137 [17,8] 1,35 (1,31 – 1,39) 1,66 (1,63 – 1,70) 10,1 (9,2 – 11,1)*** 654 (612 – 698)*** 340 (317 – 363) 11,06 (10,49 – 11,68)*** 
MTRR 66         
AA 194 [25,9] 1,39 (1,35 – 1,43) 1,68 (1,65 – 1,70) 11,0 (10,1 – 11,9) 769 (730 – 811) 356 (339 – 374) 9,25 (8,92 – 9,61) 
AG 375 [50,0] 1,38 (1,35 – 1,40) 1,66 (1,64 – 1,69) 11,9 (11,2 – 12,5) 830 (798 – 863)* 334 (321 – 348)*,† 9,60 (9,34 – 9,86) 
GG 181 [24,1] 1,37 (1,34 – 1,41) 1,64 (1,61 – 1,67) 10,9 (10,1 – 11,8) 813 (768 – 860) 357 (341 – 375) 9,74 (9,35 – 10,14) 
MTRR 524         
CC 302 [40,2] 1,36 (1,34 – 1,39) 1,66 (1,64 – 1,69) 11,5 (10,8 – 12,2) 800 (767 – 834) 341 (327 – 356) 9,55 (9,30 – 9,81) 
CT 348 [46,3] 1,39 (1,36 – 1,42) 1,66 (1,63 – 1,68) 11,3 (10,7 – 12,0) 817 (783 – 852) 346 (333 – 359) 9,61 (9,33 – 9,90) 
TT 101 [13,5] 1,40 (1,35 – 1,44) 1,67 (1,62 – 1,71) 11,4 (10,3 – 12,7) 814 (759 – 873) 355 (331 – 382) 9,27 (8,70 – 9,89) 
1Media aritmética 2Media geométrica 3Media geométrica ajustada por folato plasmático y centro del estudio (IC 95%); FP: Folato plasmático, FE: Folato 
eritrocitario, tHcy: Homocisteína total plasmática en ayunas; * p<0,05  ** p<0,01  *** p<0,001 vs salvajes † p<0,05 †††  p<0,001 vs homocigóticos. 
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Se observó que el comportamiento del estado en vitaminas del grupo B en función 
de la edad fue similar en ambos sexos. El grupo de la población que presenta peor 
estado nutricional en riboflavina son los menores de 35 años. También se observó 
que el estado en folato mejoraba con la edad y que la tHcy era superior en el grupo 
de mayor edad (≥ 60 años), en cambio en los otros dos era similar (tabla 6).  
 
En la tabla 7 se observa que los participantes homocigóticos para el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T presentaban un peor estado en folato tanto plasmático como 
eritrocitario y una mayor tHcy que los heterocigóticos y salvajes para este mismo 
polimorfismo. El hecho que los homocigóticos tengan un comportamiento diferente a 
los heterocigóticos y salvajes para este mismo polimorfismo nos permite utilizar la 
estrategia de comparar el comportamiento de los homocigóticos respecto al de los 
heterocigóticos y salvajes (grupo de referencia) cuando estudiamos el efecto del 
polimorfismo sobre tHcy en función del estado en riboflavina y/o folato plasmático. 
También se puede observar que los GG para el polimorfismo MTRR 66 A>G 
presentaban una mayor tHcy que los AG y AA y que la tHcy de los homocigóticos 
para MTRR 524 C>T era inferior a la de las otras variantes de este polimorfismo, 
aunque en ambos casos esta diferencia no era significativa. El hecho que los 
homocigóticos y heterocigóticos para el polimorfismo MTRR 66 A>G tengan un 
comportamiento diferente a los salvajes para este mismo polimorfismo nos permite 
utilizar la estrategia de comparar el comportamiento de los homocigóticos y los 
heterocigóticos respecto al de los salvajes cuando estudiamos el efecto del 
polimorfismo sobre tHcy en función del estado en riboflavina y/o cobalamina 
plasmática. Por mimetismo utilizamos la misma estrategia con el polimorfismo 
MTRR 524 C>T. 
En ningún caso se observa diferencias entre el estado en riboflavina y piridoxina en 
función del genotipo (tabla 7). 
 
En la tabla 8 se puede observar la distribución de los genotipos para cada 
polimorfismo. 
El 64,1% de la población era portadora del alelo mutante T para el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T y el 17,8% era homocigótica para este polimorfismo. 
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El 74,1% de la población era portadora del alelo mutante G para el polimorfismo 
MTRR 66 A>G y el 24,2% era homocigótica para este polimorfismo. 
El 59,7% de la población era portadora del alelo mutante T para el polimorfismo 
MTRR 524 C>T y el 13,4% era homocigótica para este polimorfismo. 
 
Tabla 8 : Distribución de los genotipos  
 N % 
MTHFR 677 C>T 
CC 276 35,9 
CT 356 46,3 
TT 137 17,8 
CT + TT 493 64,1 
MTRR 66 A>G 
AA 194 25,8 
AG 375 49,9 
GG 182 24,2 
AG + GG 557 74,1 
MTRR 524 C>T 
CC 302 40,2 
CT 348 46,3 
TT 101 13,4 
CT + TT 449 59,7 
 
4.1.1. Estado en riboflavina de la población 
Cuando se estudió el estado en riboflavina en la población según el sexo (gráfica 1) 
se observó que no existían grandes diferencias entre ellos, las mujeres presentaban 
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un mayor porcentaje de deficientes en riboflavina, pero en cambio los hombres 
tenían un porcentaje ligeramente más pequeño de individuos en estado óptimo. 
 
 
Gráfica 1 . Estado en riboflavina según sexo.  Estado en riboflavina óptimo (EGRAC <1,2), 
borderline (EGRAC ≥1,2 a <1,4) y deficiente (EGRAC ≥1,4).  
 
Gráfica 2 . Estado en riboflavina según el sexo y el grupo de edad.  Estado en riboflavina óptimo 
(EGRAC <1,2), borderline (EGRAC ≥1,2 <1,4) y deficiente (EGRAC ≥1,4). 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Estudio poblacional. Resultados 
 
103 
En la gráfica 2 se puede observar el porcentaje de la población que se encontraba 
en cada estado de riboflavina en función del sexo y de la edad. El grupo de 
población que presentaba un mayor porcentaje de deficientes en riboflavina 
(EGRAC ≥1,4), un 48,4%, era el grupo de las mujeres menores de 35 años. 
También se observa que aunque los valores son diferentes, el patrón era similar 
entre los dos sexos. Con la edad aumentaba el porcentaje de participantes que se 
encontraban en un estado óptimo de riboflavina y disminuía el porcentaje de 
deficientes, o lo que es lo mismo con la edad mejoraba el estado en riboflavina. 
 
4.1.2. THcy según genotipo y estado en riboflavina eritrocitaria 
En este apartado lo que se investigará es cómo se modifica el comportamiento de la 
tHcy en función del estado en riboflavina cuando se compara ser homocigótico 
respecto a no ser homocigótico, en el caso de MTHFR 677 C>T, y ser portador del 
alelo mutante respecto a no portador, en el caso de MTRR 66 A>G y                
MTRR 524 C>T. 
 
Los participantes homocigóticos para MTHFR 677 C>T presentaron una tHcy un 
22,3% más elevada que el grupo de referencia, heterocigóticos o salvajes para el 
mismo polimorfismo, cuando se encontraban en el estado medio de riboflavina y un 
29,3% más cuando se encontraban en el estado bajo de riboflavina. En cambio, en 
los participantes que presentaban un mejor estado en riboflavina el efecto de ser 
homocigótico sobre la tHcy era prácticamente nulo. También se observó que existía 
interacción (p de interacción <0,001), definida como un cambio de la relación entre 
el polimorfismo y la tHcy en función del estado en riboflavina, entre MTHFR 677 C>T 
(homocigótico/no homocigótico) y EGRAC sobre la tHcy (gráfica 3). 
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Gráfica 3.  Efecto de MTHFR 677 C>T sobre tHcy según el estado en riboflavina eritrocitaria.  
Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y 
creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, edad, sexo, IMC y centro del 
estudio. *** p<0,001 vs. heterocigóticos + salvajes; estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,41), medio 
(EGRAC <1,41 y ≥1,23) y alto (EGRAC <1,23); [n homocigóticos / n heterocigóticos + salvajes].  
 
Gráfica 4 . Efecto de MTRR 66 A>G sobre tHcy según el estado en riboflavina eritrocitaria.  
Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y 
creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, edad, 
sexo, IMC y centro del estudio.* p<0,05 vs. salvajes; estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,41), 
medio (EGRAC ≥1,23 <1,41) y alto (EGRAC <1,23); [n homocigóticos + heterocigóticos / n salvajes]. 
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Gráfica 5 . Efecto de MTRR 524 C>T sobre tHcy según el estado en riboflavina eritrocitaria.  
Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y 
creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, edad, 
sexo, IMC y centro del estudio. Estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,41), medio (EGRAC ≥1,23 
<1,41) y alto (EGRAC <1,23); [n homocigóticos +  heterocigóticos / n salvajes]. 
 
Los participantes portadores del alelo mutante G del polimorfismo MTRR 66 A>G 
que se encontraban en el estado medio o alto de riboflavina presentaban una tHcy 
superior a la que presentaban los salvajes para este mismo polimorfismo. La tHcy 
es sólo significativamente más elevada en el estado medio en riboflavina (gráfica 4).  
 
En la gráfica 5 se puede ver que prácticamente no había un comportamiento 
diferente de la tHcy, entre los participantes homocigóticos o heterocigóticos para el 
polimorfismo MTRR 524 C>T respecto a los salvajes para este mismo polimorfismo, 
en función del estado en riboflavina. A pesar de eso, se observó una tendencia a 
disminuir la tHcy cuando el estado en riboflavina es medio o alto y a aumentar en los 
participantes que se encuentran en el estado bajo en riboflavina. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Estudio poblacional. Resultados 
 
106 
4.1.3. THcy según genotipo y estado en folato o cobalamina 
plasmáticos 
Como ya se ha mencionado anteriormente la función de MTHFR está relacionada 
íntimamente con el estado en folato, con lo que se decidió estudiar cómo se 
comportaba la tHcy en función del genotipo y del estado en folato plasmático 
(gráfica 6).  
 
Los participantes homocigóticos para MTHFR 677 C>T que se encontraban en el 
estado bajo y medio de folato plasmático presentaron valores de tHcy un 19,5% y un 
27,0% más elevados respectivamente que el grupo de referencia, heterocigóticos o 
salvajes para el mismo polimorfismo. En cambio en los participantes que se 
encontraban en el estado alto en folato plasmático el efecto del polimorfismo es 
mucho menor y no varía de forma significativa entre los diferentes genotipos. 
 
 
Gráfica 6 . Efecto de MTHFR 677 C>T sobre tHcy según el estado en folato plasmático.  
Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y 
creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, edad, sexo, IMC y centro del 
estudio. *** p<0,001 vs. heterocigóticos + salvajes; estado en folato plasmático bajo (<9,1 nmol/L), 
medio (≥9,1 a <14,7 nmol/L) y alto (≥14,7 nmol/L); [n homocigóticos / n heterocigóticos + salvajes]. 
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Al igual que la función de MTHFR está relacionada íntimamente con el estado en 
folato la función de MTRR está relacionada a su vez con la concentración de 
cobalamina plasmática, como ya hemos comentado anteriormente, así que se 
decidió estudiar cómo se comportaba la tHcy en función del genotipo y del estado 
en cobalamina (gráfica 7 y gráfica 8).  
 
El estado en cobalamina no tiene un gran efecto sobre la tHcy de los participantes 
portadores del alelo mutante G del polimorfismo MTRR 66 A>G en comparación con 
los salvajes para este mismo polimorfismo. Aun así, se observó un ligero aumento 
de la tHcy a medida que aumentaba la concentración de cobalamina, aunque esta 





Gráfica 7 . Efecto de MTRR 66 A>G sobre tHcy según el estado en cobalamina plasmática.  
Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y 
creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, edad, 
sexo, IMC y centro del estudio. Estado en cobalamina plasmática bajo (<300 pmol/L), medio (≥300 a 
<403 pmol/L) y alto (≥403 pmol/L); [n homocigóticos +  heterocigóticos / n salvajes].  
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Gráfica 8 . Efecto de MTRR 524 C>T sobre tHcy según el estado en cobalamina plasmática.  
Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y 
creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, edad, 
sexo, IMC y centro del estudio con homocigóticos como variable independiente. Estado en 
cobalamina plasmática bajo (<300 pmol/L), medio (≥300 a <403 pmol/L) y alto (≥403 pmol/L); [n 
homocigóticos +  heterocigóticos / n salvajes]. 
 
En la gráfica 8 se observa una mayor tHcy en los homocigóticos o heterocigóticos 
para el polimorfismo MTRR 524 C>T que en los salvajes para el mismo polimorfismo 
en los individuos que se encuentran en el estado bajo en cobalamina. En cambio, 
para los portadores del alelo mutante T que se encuentran en un estado alto en 
cobalamina el efecto es el contrario observándose una ligera disminución de la tHcy. 
4.1.4. Efecto del genotipo sobre la tHcy en función del estado en 
riboflavina y del estado en folato o cobalamina plasmáticos  
En la tabla 9 se puede ver el comportamiento de la tHcy cuando se compara en 
homocigóticos respecto a heterocigóticos o salvajes para el polimorfismo             
MTHFR 677 C>T en función del estado en folato plasmático y riboflavina 
eritrocitaria.  
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Se observó cómo independientemente del estado en folato si los participantes se 
encontraban en un estado alto en riboflavina, ser homocigótico para                           
MTHFR 677 C>T no comportaba una mayor tHcy que el grupo de referencia. En 
cambio, cuando el estado en riboflavina no era alto presentar un estado en folato 
bajo o medio comportaba una mayor tHcy. 
 
Tabla 9. Comportamiento de la tHcy según MTHFR 677 C>T y estado en 
riboflavina eritrocitaria y folato plasmático  
  Coeficiente de regresión 
(TT vs CT+CC) 
Modelo 





típico p F p R
2 
Tercil de folato bajo (<9,1 nmol/L)  
Bajo (≥1,41) [21/79] 30,1 0,066 <0,001 6,598 <0,001 43,0 
Medio (≥1,23 a <1,41) [16/62] 25,4 0,088 0,014 4,699 <0,001 44,7 
Alto (<1,23) [19/52] 9,5 0,084 0,287 2,128 0,049 25,3 
Tercil de folato medio ( ≥9,1 a <14,7 nmol/L) 
Bajo (≥1,41) [12/76] 40,1 0,092 <0,001 4,365 <0,001 35,6 
Medio (≥1,23 a <1,41) [15/65] 15,6 0,069 0,039 4,946 <0,001 42,5 
Alto (<1,23) [18/67] 1,2 0,069 0,863 6,231 <0,001 54,7 
Tercil de folato alto ( ≥14,7 nmol/L)  
Bajo (≥1,41) [4/64] 11,3 0,116 0,364 4,309 <0,001 39,8 
Medio (≥1,23 a <1,41) [14/75] 19,7 0,080 0,028 4,747 <0,001 40,5 
Alto (<1,23) [16/81] -5,9 0,064 0,347 5,804 <0,001 49,8 
Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina 
plasmática, EGRAC, EGOTAC, consumo de alcohol y tabaco, edad, sexo, IMC y centro del estudio; con MTHFR 
677 TT como variable independiente. R2=R2 corregida por 100. % diferencia = % diferencia de tHcy (homocigótico 
vs hetero + salvaje); [n homocigóticos / n heterocigóticos + salvajes]. 
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En la tabla 10 se puede ver el comportamiento de tHcy cuando se compara en 
homocigóticos o heterocigóticos respecto a salvajes para el polimorfismo         
MTRR 66 A>G en función del estado en cobalamina plasmática y riboflavina.  
 
Tabla 10. Comportamiento de la tHcy según MTRR 66 A>G y estado en 
riboflavina eritrocitaria y cobalamina plasmática  
  Coeficiente de regresión  
(GG + GA vs AA) 
Modelo 





típico p F p R
2 
Tercil de cobalamina bajo (<300 pmol/L)  
Bajo (≥1,41) [78/25] -3,3 0,060 0,573 5,294 <0,001 38,3 
Medio (≥1,23 a <1,41) [53/19] 18,7 0,084 0,049 5,330 <0,001 52,5 
Alto (<1,23) [51/19] 10,3 0,128 0,453 1,085 0,420 3,1 
Tercil de cobalamina medio ( ≥300 a <403 pmol/L) 
Bajo (≥1,41) [59/17] -2,1 0,075 0,782 5,592 <0,001 46,4 
Medio (≥1,23 a <1,41) [63/18] 5,2 0,072 0,483 4,923 <0,001 45,9 
Alto (<1,23) [67/26] -0.2 0,052 0,966 3,918 <0,001 38,7 
Tercil de cobalamina alto ( ≥403 pmol/L)  
Bajo (≥1,41) [49/26] 0,4 0,081 0,965 2,673 0,007 26,3 
Medio (≥1,23 a <1,41) [69/19] 6,4 0,061 0,320 2,900 0,003 26,6 
Alto (<1,23) [58/22] 1,8 0,069 0,798 5,156 <0,001 52,4 
Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina 
plasmática, EGRAC, EGOTAC, consumo de alcohol y tabaco, edad, sexo, IMC, MTHFR 677 C>T y centro del 
estudio con MTRR 66 AG y GG como variable independiente. R2=R2 corregida por 100. % cambio = % cambio en 
tHcy de ser portador del alelo mutante respecto a no serlo; [n homocigóticos +  heterocigóticos / n salvajes]. 
 
Se observó que el estado en cobalamina y riboflavina no tiene un gran efecto sobre 
la tHcy de los participantes portadores del alelo mutante G en comparación con los 
salvajes para el polimorfismo MTRR 66 A>G a excepción de cuando el estado en 
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cobalamina es bajo y el de riboflavina es medio-alto, donde los portadores del alelo 
mutante presentan una mayor tHcy.  
 
Tabla 11. Comportamiento tHcy según MTRR 524 C>T y estado en riboflavina 
eritrocitaria y cobalamina plasmática  
  Coeficiente de regresión  
(CC + CT vs TT) 
Modelo 





típico p F p R
2 
Tercil de cobalamina bajo (<300 pmol/L)  
Bajo (≥1,41) [41/62] 10.5 0,055 0,074 5,722 <0,001 40,5 
Medio (≥1,23 a <1,41) [41/31] -2,1 0,089 0,815 4,531 <0,001 47,4 
Alto (<1,23) [37/33] 3,7 0,108 0,076 1,025 0,465 1,0 
Tercil de cobalamina medio ( ≥300 a <403 pmol/L) 
Bajo (≥1,41) [47/29] -5,3 0,063 0,397 5,707 <0,001 47,0 
Medio (≥1,23 a <1,41) [57/24] 1,7 0,067 0,799 4,845 <0,001 45,4 
Alto (<1,23) [48/45] 5,3 0,047 0,271 4,117 <0,001 40,3 
Tercil de cobalamina alto ( ≥403 pmol/L)  
Bajo (≥1,41) [49/26] 5,6 0,081 0,506 2,732 0,006 27,0 
Medio (≥1,23 a <1,41) [54/34] -4,9 0,053 0,350 2,885 0,003 26,5 
Alto (<1,23) [50/30] -15,5 0,055 0,019 6,457 <0,001 59,1 
Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina 
plasmática, EGRAC, EGOTAC, consumo de alcohol y tabaco, edad, sexo, IMC, MTHFR 677 C>T y centro del 
estudio con MTRR 524 CT y TT como variable independiente. R2=R2 corregida por 100. % cambio = % cambio en 
tHcy de ser portador del alelo mutante respecto a no serlo; [n homocigóticos +  heterocigóticos / n salvajes]. 
 
En la tabla 11 se puede ver el comportamiento de la tHcy cuando se compara en 
portadores del alelo mutante T respecto a los salvajes para el polimorfismo       
MTRR 524 C>T en función del estado en cobalamina y riboflavina eritrocitaria.  
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Estudio poblacional. Resultados 
 
112 
Se observa que el estado en cobalamina y riboflavina no tiene un gran efecto sobre 
la tHcy de los participantes portadores del alelo mutante T del polimorfismo      
MTRR 524 C>T en comparación con los salvajes para este mismo polimorfismo a 
excepción de los dos estados extremos, es decir, estado bajo en cobalamina y 
riboflavina y estado alto en ambas. Cuando los portadores del alelo mutante se 
encontraban en el estado bajo en cobalamina y el estado bajo en riboflavina 
presentaban un 10,5% más de tHcy que los salvajes (p = 0,074), en cambio, cuando 
los mutantes se encontraban en el estado alto en cobalamina y el estado alto en 
riboflavina presentaban un 15,5% menos de tHcy (p=0,019). 
 
También se observó que la relación entre el polimorfismo MTRR 524 C>T y la tHcy 
variaba según el estado en riboflavina (interacción). Esta interacción tenía lugar sólo 
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Los estudios donde los participantes se seleccionan al azar del padrón municipal 
constituyendo una muestra representativa no son numerosos. Esto es un factor a 
tener en cuenta al comparar con otros estudios existentes. Otro factor que hay que 
tener presente cuando se comparan nuestros resultados con los de otros estudios 
es que no solamente es una población que no toma suplementos vitamínicos del 
grupo B, sino que tampoco está sometida a una política de fortificación con ácido 
fólico o con restitución de la riboflavina perdida durante la producción de la harina ya 
que en España no existe política alguna al respecto. 
 
El porcentaje de fumadores de nuestra muestra, un 34,3%, era muy similar al 
observado en la Encuesta de Salud de la Generalitat de Catalunya del año 2002 que 
indican que el 33,2% de la población de entre 15 y 64 años eran fumadores(190).  
 
Cuando observamos los resultados del estado en vitaminas del grupo B por grupo 
de edad y sexo se vio que tanto en hombres como en mujeres la población de 
mayor edad (≥60 años) era la que presenta un mejor estado en riboflavina y en 
folato, tanto eritrocitario como plasmático. Las mujeres menores de 35 años de edad 
eran las que presentaban un peor estado en folato, hecho preocupante ya que en 
este sector de la población hay riesgo de embarazo con complicaciones asociadas 
con un bajo estado en folato, algunas de estas complicaciones pueden ser graves, 
como los defectos del tubo neural(46, 47).  
Los valores medios de homocisteína difieren un poco entre unos laboratorios y otros 
pero los valores entre 5 µmol/L y 15 µmol/L son considerados normales(191). El valor 
medio de tHcy de nuestra población es de 9,55 µmol/L, siendo de 8,78 µmol/L el de 
las mujeres y 10,46 el de los hombres. Al igual que en otros estudios se observó 
que las mujeres presentaban valores inferiores de tHcy que los hombres(82, 83).   
A pesar de su mejor estado en folato y en riboflavina, tanto en hombres como en 
mujeres, el grupo de mayor edad era el que presentaba una tHcy más elevada. Esto 
puede deberse a la fuerte influencia de la edad puesta en evidencia en varios 
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estudios. Este aumento de la tHcy en el grupo de mayor edad podría ser debido a 
un estilo de vida más sedentario o a una peor función renal. Esta mayor tHcy 
también podría ser debido a un peor estado nutricional, ya que es un hecho 
contrastado que a medida que envejecemos hay un peor estado nutricional. Un peor 
estado en folato, riboflavina, cobalamina y vitamina B6 provocaría un aumento en 
tHcy(79-81, 86, 185). 
 
Cuando se analizó el estado en vitaminas del grupo B en función del genotipo para 
el polimorfismo MTHFR 677 C>T se pudo observar que los homocigóticos 
presentaban una tHcy superior a los heterocigóticos o salvajes para este mismo 
polimorfismo. Por lo que respecta al folato, tanto plasmático como eritrocitario, la 
situación era la inversa, los TT presentaban concentraciones inferiores a las de los 
CT o CC.  
Este comportamiento ya se ha descrito previamente en otros estudios donde se ha 
observado que los homocigóticos para este polimorfismo presentan valores 
superiores de tHcy e inferiores de folato(125, 136, 139, 182, 192). 
Por lo que respecta a los heterocigóticos se observó que presentaban un 
comportamiento más similar al de los salvajes que al de los homocigóticos. Los CT 
presentaban concentraciones ligeramente inferiores de folato, tanto plasmático 
como eritrocitario, que los salvajes y una tHcy superior, pero en ningún caso estas 
diferencias eran significativas. 
 
Al estudiar el comportamiento de las vitaminas del grupo B en función del genotipo 
para el polimorfismo MTRR 66 A>G se pudo observar que tanto los homocigóticos 
como los heterocigóticos para este polimorfismo tenían una tendencia a presentar 
mayor tHcy que los salvajes aunque sin alcanzar el nivel de significación estadística. 
El hecho que los heterocigóticos presenten un peor estado en folato eritrocitario y en 
cobalamina que los salvajes para este mismo polimorfismo pero no los 
homocigóticos podría deberse a una casualidad estadística.  
Estudios previos han dado resultados contradictorios del efecto de la presencia del 
alelo mutante G del polimorfismo MTRR 66 A>G sobre tHcy. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Estudio poblacional. Discusión 
 
117 
Gaughan y colaboradores en el año 2000 publicaron los resultados de un estudio en 
el que participaron 601 hombres entre 30 y 49 años de Irlanda del Norte. En este 
estudio observaron que el ser homocigótico para MTRR 66 A>G se asociaba con 
una mayor tHcy independientemente del estado en folato, cobalamina y vitamina 
B6
(160).En cambio, años más tarde en 2005 Gueant-Rodriguez y colaboradores 
llevaron a cabo un estudio con 778 participantes franceses, 530 de ellos con 
problemas cardíacos. Se observó que los salvajes presentaban una mayor tHcy que 
los homocigóticos para este mismo polimorfismo(162).  
 
Cuando se analizó el estado en vitaminas del grupo B en función del genotipo para 
el polimorfismo MTRR 524 C>T se pudo observar que los homocigóticos 
presentaban una tendencia no significativa a una menor tHcy que los 
heterocigóticos o salvajes para este mismo polimorfismo. También se observó una 
tendencia de valores superiores de folato eritrocitario y cobalamina plasmática en 
los TT respecto a los CT o CC, aunque no llegaba a la significación.  
El polimorfismo MTRR 524 C>T es un polimorfismo mucho menos estudiado que el 
66 A>G y hay menos estudios sobre el efecto de este polimorfismo sobre la tHcy. En 
un estudio llevado a cabo, recientemente por Wang S. S. y colaboradores en China, 
que contaba con 104 mujeres que habían dado a luz descendencia con síndrome de 
Down y con 184 controles se observó que en los casos la tHcy era menor en las TT 
que en las CC, en cambio en los controles no existía una diferencia significativa en 
la tHcy entre los diferentes genotipos(193). 
 
El 64,1% de la población era portadora del alelo mutante T para el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T y el 17,8% era homocigótica para este polimorfismo. Estos 
resultados son similares a los obtenidos por otros estudios para la población del sur 
de Europa(77, 122). 
El 74,1% de la población era portadora del alelo mutante G para el polimorfismo 
MTRR 66 A>G y el 24,2% era homocigótica para este polimorfismo. Estos 
resultados son similares a los encontrados por Wilson y colaboradores donde 
encuentran una frecuencia del alelo mutante G del 75% en una población 
canadiense(158) y algo superiores a los obtenidos por Rady y colaboradores en los 
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que observaban una frecuencia del 70,4% en una población caucásica de Estados 
Unidos(159) o a los obtenidos por Gaughan en los que encontraba una frecuencia del 
66% del alelo mutante G en una población de Irlanda del Norte. 
El 59,7% de la población era portadora del alelo mutante T para el polimorfismo 
MTRR 524 C>T y el 13,4% era homocigótica para este polimorfismo. Este resultado 
es similar al obtenido recientemente por Pishva y colaboradores en una población 
Iraní, en el que la frecuencia del alelo mutante T es del 56,9% y el 16,3% de la 
población era homocigótica(194). En cambio, estos resultados son muy superiores al 
encontrado en un estudio llevado a cabo en China, por Zen y colaboradores, donde 
se observó que el 29,3% de la población era portadora del alelo mutante T y 
solamente el 3,0% de la población era homocigótica para este polimorfismo(167). 
Esta discrepancia entre resultados se podría explicar por la diferente etnia de los 
participantes en los estudios. 
4.2.1. Estado en riboflavina de la población 
Se observó que el valor medio de EGRAC de nuestra muestra era de 1,38 y cuando 
se aplicaba el punto de corte de EGRAC ≥ 1,4 para definir el estado de deficiencia 
en riboflavina se observó que el 34% de la muestra era deficiente. 
Aproximadamente tres cuartas partes de la población presentaba un estado en 
riboflavina subóptimo (EGRAC ≥ 1,2).  
Por sexos se observó que las mujeres presentaban un mayor porcentaje de 
individuos en un estado óptimo de riboflavina pero, a su vez, también presentaban 
un mayor porcentaje en un estado deficiente. 
Cuando se analizó el estado en riboflavina según el grupo de edad se observó que 
los que presentaban un peor estado en riboflavina era los más jóvenes (<35 años) y 
el estado en ésta iba mejorando a medida que avanza la edad.  
Se observó que el grupo que presentaba un peor estado en riboflavina eran las 
mujeres menores de 35 años. 
La coincidencia en las mujeres en edad fértil del peor estado en riboflavina y folatos 
puede implicar un mayor riesgo de varias complicaciones del embarazo, entre ellas 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Estudio poblacional. Discusión 
 
119 
defectos del tubo neural ya que un peor estado en riboflavina podría acentuar el 
efecto de la deficiencia en folato(44, 111). 
 
La deficiencia de riboflavina es habitual en países en vías de desarrollo con ingestas 
bajas en carnes y en otros alimentos básicos de consumo diario(33), situación que, 
hasta ahora, no se observa de forma generalizada en nuestra población. No 
obstante se han encontrado resultados similares en otros países considerados del 
“primer mundo” como Francia o Reino Unido. Por ejemplo en un estudio llevado a 
cabo en Francia por Preziosi y colaboradores se observó que el valor medio de 
EGRAC de la población era 1,35(35) un valor muy similar al 1,38 observado en 
nuestra muestra y en el National Diet and Nutrition Surveys del Reino Unido se 
reveló que en el grupo de edad de entre los 19 y los 24 años el 82% de los hombres 
y el 77% de las mujeres presentaban una deficiencia subclínica en riboflavina 
cuando se aplicaba el punto de corte de EGRAC>1,3. También se observó que con 
la edad el porcentaje de la población que presentaba deficiencia subclínica de 
riboflavina era inferior ya que en el grupo de edad de entre 50 y 60 años el 
porcentaje disminuía al 54% en hombres y al 50% en mujeres. De este estudio 
también se desprendía que el EGRAC medio de la población británica masculina de 
entre 19 y 60 años era de 1,38 y del 1,40 en la población femenina(36). El 
comportamiento del estado en riboflavina según el grupo de edad encontrado en el 
National Diet and Nutrition Surveys del Reino Unido es totalmente comparable con 
el encontrado por nosotros. 
Este peor estado nutricional en riboflavina en la población joven respecto a la adulta 
podría ser debido al patrón alimenticio y al estilo de vida. La población más joven 
tiene un patrón alimentario que se adhiere menos a la dieta mediterránea. Esta dieta 
es rica en alimentos con un alto contenido en vitaminas del grupo B. Un patrón 
dietético más alejado de la dieta mediterránea podría dar como resultado una menor 
ingesta de alimentos ricos en riboflavina lo que conllevaría un peor estado 
nutricional en ésta. 
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4.2.2. THcy según genotipo y estado en riboflavina eritrocitaria 
Una vez ajustado por otros factores que afectan a la tHcy, los participantes 
homocigóticos para MTHFR 677 C>T presentaron medias de tHcy un 22,3% más 
elevadas que heterocigóticos o salvajes para el mismo polimorfismo, cuando se 
encontraban en el estado medio de riboflavina y un 29,3% cuando se encontraban 
en el estado bajo. En cambio, en los participantes que presentaban en el estado alto 
en riboflavina el efecto de ser homocigótico sobre la tHcy era prácticamente nulo. 
Varios estudios ya han analizado el efecto de la riboflavina sobre la tHcy en función 
de MTHFR 677 C>T. En 2000 Hustad y colaboradores llevaron a cabo un estudio en 
el que participaron 423 personas de Noruega, comprendidas entre los 19 y 69 años, 
en el que demostraban que la riboflavina plasmática es un factor determinante de 
tHcy(80). En 2002 Jacques y colaboradores publicaron un estudio llevado a cabo en 
Estados Unidos en el que participaban 450 individuos del estudio Framingham 
Offspring Study en el que encontraron que el estado en riboflavina afectaba al 
metabolismo de la homocisteína pero sólo en el grupo de homocigóticos para 
MTHFR 677 C>T que presentaban un peor estado en folato(131). Cuatro años más 
tarde en 2006 McNulty y colaboradores publicaron un estudio que había tenido lugar 
en Irlanda del Norte. En este estudio con 680 participantes de entre 18 y 65 se 
observó que la suplementación con riboflavina aumentaba la concentración en 
riboflavina por igual en los tres genotipos, pero sólo en el caso de los homocigóticos 
para MTHFR 677 C>T se observaba una reducción del 22% de la tHcy(26). Un año 
más tarde, en 2007, en otro estudio llevado a cabo en Noruega por Holm y 
colaboradores con 10601 participantes de entre 50 y 64 años se observó que una 
deficiencia en riboflavina se asociaba con una mayor tHcy en los homocigóticos 
para MTHFR 677 C>T(130). En 2009 Caudill y colaboradores llevaron a cabo un 
estudio en el que participaron 60 varones adultos de entre 18 y 55 años de 
California. En este estudio observaron que un peor estado en riboflavina conllevaba 
una mayor tHcy en los individuos TT para el polimorfismo MTHFR 677 C>T que se 
encontraban en un peor estado en folato(132). 
Todos los estudios coinciden en que los homocigóticos para el polimorfismo   
MTHFR 677 C>T que se encuentran en un peor estado en riboflavina presentan una 
tHcy superior que los que se encuentran en un mejor estado de ésta. Pero los 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Estudio poblacional. Discusión 
 
121 
estudios llevados a cabo en Estados Unidos sólo encuentran este efecto del estado 
en riboflavina sobre tHcy cuando el estado en folato es bajo. Esta discrepancia 
podría explicarse por la política de fortificación aplicada en Estados Unidos 
consistente en la fortificación de la harina con ácido fólico (140 µg por cada 100 
gramos) desde 1998(49). Esta política ha provocado un aumento de la concentración 
de folato(50) y una disminución media del 10% de la tHcy(52). También existe una 
política de reposición de riboflavina en la harina desde 1943, aunque esta última ha 
sido menos considerada cómo argumento para las diferencias entre estudios(49). 
Esta diferencia de estado en folato y en riboflavina entre las dos zonas geográficas 
podría ser el motivo por el cual, los resultados obtenidos en Europa sólo sean 
reproducibles en Estados Unidos en los participantes que se encuentran en un peor 
estado en folato.  
  
Hemos observado una interacción entre el polimorfismo MTHFR 677 C>T y el 
estado en riboflavina sobre la tHcy. El alto nivel de significación alcanzado (p de 
interacción <0,001) sugiere que el estado en riboflavina tiene un fuerte efecto 
modulador de la relación polimorfismo-tHcy. Esto implica que no se pueda estudiar 
el efecto del polimorfismo sobre la tHcy sin tener presente los diferentes estados en 
riboflavina. 
Este efecto ya ha sido observado anteriormente por Hustad y colaboradores en 
2007 en un estudio llevado a cabo en Noruega con 10601 participantes entre 50 y 
64 años(182). 
 
Cuando se estudió el efecto del polimorfismo MTRR 66 A>G sobre la tHcy en 
función del estado en riboflavina eritrocitaria se observó que los participantes 
portadores del alelo mutante G presentaban una mayor tHcy respecto a los salvajes. 
Cuando se tiene en cuenta el estado en riboflavina se observa que en el estado 
medio y alto de riboflavina los homocigóticos o heterocigóticos presentaban una 
tHcy superior a la que presentaban los no portadores para este mismo polimorfismo. 
Estos resultados hacen pensar que un mejor estado en riboflavina podría comportar 
una mayor tHcy en los heterocigóticos o homocigóticos para el polimorfismo    
MTRR 66 A>G. El hecho de que la mayor tHcy se dé sólo de forma significativa en 
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el estado medio de riboflavina y que en el estado alto la tHcy vuelva a ser similar, 
nos hace pensar que esto puede ser debido al azar y no a un fenómeno real. 
 
Una vez ajustado por otros factores que afectan a la tHcy, los participantes 
homocigóticos o heterocigóticos para MTRR 524 C>T que se encontraban en el 
estado bajo de riboflavina presentaban una tendencia no significativa a una mayor 
tHcy que los salvajes para este mismo polimorfismo. 
Como ya se ha visto previamente la MTRR cataliza el paso de cob(II)alamina a 
metilcob(III)alamina necesaria para el correcto funcionamiento de MS(39). Si el 
estado en riboflavina es bajo podría hacer disminuir la actividad de la enzima, lo que 
se vería reflejado en un aumento de tHcy en los portadores del alelo mutante T para 
el polimorfismo MTRR 524 C>T. 
 
Estos resultados hacen pensar que el estado en riboflavina afecta de forma opuesta 
al comportamiento de la tHcy en función de si se es portador o no del alelo mutante 
para los polimorfismos MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T. 
En los portadores del alelo mutante para el polimorfismo MTRR 66 A>G estar en el 
estado medio o alto en riboflavina se asocia con una mayor tHcy que en los no 
portadores, en cambio, en los portadores del alelo mutante para el polimorfismo 
MTRR 524 C>T estar en el estado medio o alto en riboflavina se asocia con una 
menor tHcy que en los no portadores. 
 
El polimorfismo MTRR 66 A>G y en especial el MTRR 524 C>T han sido estudiados 
mucho menos que el polimorfismo MTHFR 677 C>T.  
No se observó interacción entre los polimorfismos MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T 
y el estado en riboflavina sobre la tHcy. 
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4.2.3. THcy según genotipo y estado en folato o cobalamina 
plasmáticos 
Los participantes homocigóticos para MTHFR 677 C>T presentaban mayor tHcy que 
el grupo de referencia, cuando se encontraban en un estado de folato medio o bajo, 
en cambio, cuando el estado en folato era alto no se observaba este efecto. 
Varios estudios ya han encontrado previamente resultados similares en los que se 
sugieren que los individuos TT para este polimorfismo requerirían mayor 
concentración de folato para regular tHcy(125-129, 166, 195-197). Por ejemplo, en uno 
llevado a cabo por Jacques y colaboradores publicado en 1996, que contó con 365 
participantes de Estados Unidos, se observó que los homocigóticos para        
MTHFR 677 C>T necesitaban una mayor cantidad de folato para controlar la 
tHcy(125). En otro estudio publicado en 2004 de Pereira y colaboradores que contó 
con 209 brasileños se encontró que los individuos TT con un peor estado en folato 
presentaban una mayor tHcy(197). 
 
La mayor parte de los folatos de la dieta se absorben como CH3THF que es el 
producto final de la reacción de MTHFR. Un mayor aporte de CH3THF por la dieta 
podría compensar su menor producción por parte de la variante termolábil de 
MTHFR, de esta forma cuando el estado en folato es alto no se observarían los 
efectos de ser homocigótico para MTHFR 677 C>T, ya que se aportaría 
directamente el producto final de la reacción de MTHFR haciendo así un bypass de 
esta reacción. Por otra parte el folato podría jugar papel protector estabilizando el 
enlace entre la enzima y FAD, aunque una mayor concentración de CH3THF no 
corrige el defecto enzimático si provoca una menor reducción de la actividad 
enzimática como demostraron Guenther y colaboradores en 1999(42). Así pues, una 
mayor concentración de folato podría favorecer, por dos mecanismos distintos, una 
menor tHcy. En cambio, cuando la concentración de folato no es óptima no hay un 
aporte extra de CH3THF al ciclo, ni esta estabilización extra del grupo FAD y es 
entonces cuando se hace patente la menor actividad enzimática de los TT que se ve 
reflejada en mayor tHcy. 
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El estado en cobalamina no tiene un gran efecto sobre la tHcy de los participantes 
portadores del alelo mutante G o T de los polimorfismos MTRR 66 A>G y          
MTRR 524 C>T respectivamente. Se observó que el comportamiento de la tHcy en 
función del estado en cobalamina plasmática era opuesto entre los dos 
polimorfismos. En los portadores del alelo mutante para MTRR 66 A>G la tHcy era 
superior a medida que mejoraba el estado en cobalamina, en cambio, en los 
heterocigóticos o homocigóticos para MTRR 524 C>T la tHcy disminuía a medida 
que mejoraba el estado en cobalamina.  
 
Este efecto opuesto de los dos polimorfismos sobre la tHcy ya se había observado 
cuando se analizó la media de tHcy ajustada por distintos factores confusores en 
función del genotipo.  
4.2.4. Efecto del genotipo sobre tHcy en función del estado en 
riboflavina y del estado en folato o cobalamina plasmáticos  
Cuando se estudió el efecto conjunto del estado en riboflavina y en folato sobre la 
tHcy en función de MTHFR 677 C>T se observó que ser homocigótico para           
MTHFR 677 C>T no se asociaba a más tHcy en relación al grupo de referencia 
(heterocigóticos o salvajes) si el estado en riboflavina era alto. En cambio, cuando el 
estado en riboflavina no era alto, presentar un estado en folato medio o bajo 
comportaba hasta un 30% más de tHcy en los homocigóticos respecto al grupo de 
referencia. 
 
En 2002 Jacques y colaboradores publicaron un estudio llevado a cabo en Estados 
Unidos en el que participaban 450 individuos del estudio Framingham Offspring 
Study en el que encontraron que el estado en riboflavina afectaba al metabolismo de 
la homocisteína pero sólo en el grupo de homocigóticos para MTHFR 677 C>T que 
presentaban un peor estado en folato(131). Unos años más tarde en 2009, Caudill y 
colaboradores llevaron a cabo un estudio en el que participaron 60 varones adultos 
de entre 18 y 55 años de California. En este estudio observaron que un peor estado 
en riboflavina conllevaba una mayor tHcy en los individuos TT para el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T que se encontraban en un peor estado en folato(132). 
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Hustad y colaboradores realizaron un estudio que tuvo lugar en Noruega y contó 
con la participación de 10601 adultos entre 50 y 64 años que participaban en el 
estudio The Norwegian Colorectal Cancer Prevention que ya estudiaron el efecto de 
ser homocigótico para MTHFR 677 C>T en función del estado en riboflavina 
plasmática y en folato sérico obteniendo unos resultados similares a los obtenidos 
en nuestra población, ya que se observó más tHcy en presencia del binomio folato-
riboflavina bajo, en cambio cuando el estado en riboflavina era alto no se producía 
un aumento de tHcy independientemente del estado en folato(182). 
 
A diferencia de los estudios anteriores nuestro estudio está realizado con una 
muestra más representativa de la sociedad ya que el rango de edad de nuestra 
población va desde los 18 hasta los 75 años. Otra ventaja es que nuestra población 
es una población sana que no ha sido suplementada con vitaminas del grupo B, ha 
diferencia de los estudios realizados en Estados Unidos. 
 
Cuando se estudió el efecto conjunto del estado en riboflavina eritrocitaria y en 
cobalamina plasmática sobre la tHcy en función de MTRR 66 A>G se observó que 
los portadores del alelo mutante presentaban más tHcy, que los salvajes para este 
mismo polimorfismo, cuando se daba la combinación estado en cobalamina bajo 
más estado en riboflavina medio o alto, aunque estos resultados no eran 
significativos. 
Estos resultados indican que una desproporción en el ratio cobalamina/riboflavina 
por exceso de riboflavina podría interferir de alguna manera en la interacción    
MTRR-MS impidiendo así la correcta realización de la función chaperona de MTRR 
(ayudar al plegamiento de MS para facilitar su interacción con cobalamina)(157). Esto 
impediría el correcto funcionamiento de MS, que es la enzima que se encarga de 
catalizar el paso de homocisteína a metionina utilizando metilcob(III)alamina como 
cofactor, lo que induciría a una reducción en la metilación de la homocisteína a 
metionina viéndose reflejada en un aumento de tHcy. 
 
Cuando se estudió el efecto conjunto del estado en riboflavina y en cobalamina 
sobre la tHcy se observó que el estado en cobalamina y riboflavina no tenía un gran 
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efecto sobre la tHcy de los participantes portadores del alelo mutante T del 
polimorfismo MTRR 524 C>T en comparación con los salvajes para este mismo 
polimorfismo a excepción de los dos estados extremos, es decir, estado bajo en 
cobalamina y riboflavina y estado alto en ambas, donde se observaba una mayor y 
una menor tHcy que en los no portadores del alelo mutante respectivamente.  
 
Como ya se ha visto previamente la MTRR cataliza el paso de cob(II)alamina a 
metilcob(III)alamina necesaria para el correcto funcionamiento de MS(39). Si la 
concentración de riboflavina es baja podría hacer disminuir la actividad de la enzima 
con lo que el ratio de cob(II)alamina/metilcob(III)alamina podría ser superior. Esta 
situación se vería agravada si la concentración de cobalamina es baja. Esto 
implicaría una menor disponibilidad de metilcob(III)alamina para el correcto 
funcionamiento de MS que se vería reflejado en un aumento de tHcy en los 
portadores del alelo mutante T para MTRR 524 C>T. 
 
Existía interacción entre el estado en riboflavina y el polimorfismo MTRR 524 C>T 
sobre la tHcy cuando el estado en cobalamina era medio o alto, lo que implica que 
el estado en riboflavina no modificaba la relación entre el polimorfismo y la tHcy 
cuando el estado en cobalamina era bajo. En cambio, no había interacción entre el 
estado en riboflavina y el polimorfismo MTRR 66 A>G sobre la tHcy 
independientemente del estado en cobalamina. 
 
Estos resultados ponen de manifiesto el comportamiento inverso que se observa 
entre los polimorfismos MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T sobre la tHcy en función 
del estado en riboflavina. 
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Las mujeres entre 18 y 45 años de edad es el grupo de población con mayor 
posibilidad de quedarse embarazadas. En un estudio llevado a cabo en 15 estados 
de Estados Unidos que tomaron parte en el Pregnancy Risk Assessment Monitoring 
System en 1998 y que contó con 25027 participantes se observó que sólo el 57% de 
los partos habían sido planeados(198). En otro estudio también llevado a cabo en 
Estados Unidos por Kost y colaboradores basado en 9122 embarazos del National 
Maternal and Infant Health Survey y 2548 embarazos del National Survey of Family 
Growth de 1998 se observó que la proporción de nacidos con problemas médicos 
era significativamente inferior si el embarazo había sido planeado(199). 
Estudios llevados a cabo en China(48) y en Estados Unidos(200) y en otros paises han 
demostrado que la suplementación con ácido fólico antes de la concepción y 
durante los primeros 28 días después de la concepción reduce el riesgo de defectos 
del tubo neural(46-48, 201) que es un grupo de serias malformaciones que dan como 
resultado la muerte o malformaciones graves durante toda la vida en los 
sobrevivientes. Se considera que hay como mínimo 300000 embarazos anuales 
afectados por esta malformación(202) A pesar de esto, en un estudio llevado a cabo 
durante dos años en el que participaron 500 mujeres italianas que habían planeado 
el embarazo se observó que sólo el 43,4% de las mujeres habían consumido ácido 
fólico antes de la concepción(203). Un déficit en folato implica una reducción de todas 
las formas de folato del ciclo de los folatos con lo que se produciría una reducción 
en la transferencia de grupos metilos necesarios para remetilar la homocisteína 
produciendo un aumento de su concentración. Una elevada tHcy se ha asociado 
con varias complicaciones en el embarazo como defectos del tubo neural(44, 45). Éste 
fue el principal motivo por el que Estados Unidos decidió aplicar una política de 
fortificación de la harina con ácido fólico desde 1998(49). 
 
Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T se ha asociado con complicaciones del 
embarazo como defectos en el tubo neural(144, 204-207). Existen dos puntos de unión 
entre el ciclo de los folatos y la riboflavina. Estos dos puntos son la MTHFR que 
necesita FAD como cofactor y la MTRR que es una flavoproteína. 
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El folato se considera el mayor determinante de la tHcy(54) pero una deficiencia en 
riboflavina podría provocar un mal funcionamiento del ciclo de los folatos, a pesar de 
presentar una buena concentración en folato, con lo que no se llevaría a cabo 
correctamente la remetilación de homocisteína a metionina. Este mal 
funcionamiento provocaría un aumento de la tHcy.   
5.1. RESULTADOS 
Para valorar el estado nutricional en vitaminas del grupo B en el grupo diana de la 
población para prevenir complicaciones del embarazo, se investigaron los estados 
en riboflavina, cobalamina y folato, las frecuencias de los polimorfismos          
MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T y los efectos de los nutrientes y 
los polimorfismos sobre tHcy. 
Tabla 12: Características de la muestra (n = 240)  
Edad1, años 32,0 (31,1 – 32,9) 
Fumadores, % 46,7 (43,1 – 49,8) 
IMC1, Kg/m2 24,3 (23,7 – 24,9) 
Alcohol1, g/día 9,0 (1,6 – 16,4) 
Folato plasmático2, nmol/L 10,2 (9,6 – 10,9) 
Estado en folato plasmático bajo (≤7 nM), % 23,8 (20,9 – 26,6) 
Folato eritrocitario2, nmol/L 721 (688 – 755) 
Creatinina sérica2, µmol/L 64,1 (63,0 – 65,2) 
Cobalamina plasmática2, pmol/L 330 (314 – 346) 
Estado en cobalamina bajo (≤150 pM), % 2,9 (2,5 – 3,3) 
Homocisteína plasmática2, µmol/L 8,4 (8,1 – 8,7) 
EGRAC1 1,44 (1,41 – 1,48) 
Estado en B2 bajo (EGRAC ≥ 1,4), % 48,3 (43,7 – 52,4) 
EGOTAC1 1,69 (1,66 – 1,72) 
1Media aritmética 2Media geométrica (IC 95%); IMC: Índice de Masa Corporal. 
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En la tabla 12 se puede observar las características de la población diana. El 46,7% 
de las mujeres eran fumadoras, el 23,8% deficiente en folato plasmático, el 2,9% 
deficiente en cobalamina y el 48,3% deficiente en riboflavina eritrocitaria.   
En la tabla 13 se puede observar la distribución de los genotipos para cada 
polimorfismo. 
El 65,4% de la población era portadora del alelo mutante T para el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T y el 15,4% era homocigótica para este polimorfismo. 
El 71,7% de la población era portadora del alelo mutante G para el polimorfismo 
MTRR 66 A>G y el 24,5% era homocigótica para este polimorfismo. 
El 61,9% de la población era portadora del alelo mutante T para el polimorfismo 
MTRR 524 C>T y el 15,5% era homocigótica para este polimorfismo. 
Tabla 13 : Distribución de los genotipos  
 N % 
MTHFR 677 C>T 
CC 83 34,6 
CT 120 50,0 
TT 37 15,4 
CT + TT 157 65,4 
MTRR 66 A>G 
AA 66 28,3 
AG 110 47,2 
GG 57 24,5 
AG + GG 167 71,7 
MTRR 524 C>T 
CC 89 38,1 
CT 108 46,4 
TT 36 15,5 
CT + TT 144 61,9 
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Las homocigóticas para el polimorfismo MTHFR 677 C>T presentaban un peor 
estado en folato eritrocitario que las heterocigóticas o salvajes para este mismo 
polimorfismo y las TT tenían una mayor tHcy en comparación con la de las CT y CC. 
El hecho que lo homocigóticos tengan un comportamiento diferente a los 
heterocigóticos y salvajes para este mismo polimorfismo nos permite utilizar la 
estrategia de comparar el comportamiento de los homocigóticos respecto al de los 
heterocigóticos y salvajes (grupo de referencia) cuando estudiamos el efecto del 
polimorfismo sobre tHcy en función del estado en riboflavina y/o folato plasmático. 
 
Las participantes heterocigóticas y homocigóticas para el polimorfismo              
MTRR 66 A>G presentaban una tendencia a un aumento de la tHcy. También se 
observó que la presencia del alelo mutante G se asociaba con un peor estado en 
cobalamina, pero esta diferencia sólo era significativa en las heterocigóticas. El 
hecho que solamente las heterocigóticas presentaran una menor concentración de 
cobalamina que las salvajes y las homocigóticas para este polimorfismo podría 
deberse a una casualidad estadística.  
Se observó una tendencia a que las homocigóticas o heterocigóticas para el 
polimorfismo MTRR 524 C>T presentaran una menor tHcy que las salvajes para 
este mismo polimorfismo.  
 
El hecho que lo homocigóticos y heterocigóticos para el polimorfismo MTRR 66 A>G 
tengan un comportamiento diferente a los salvajes para este mismo polimorfismo 
nos permite utilizar la estrategia de comparar el comportamiento de los 
homocigóticos y los heterocigóticos respecto al de los salvajes cuando estudiamos 
el efecto del polimorfismo sobre tHcy en función del estado en riboflavina y/o 
cobalamina plasmática. Por mimetismo utilizamos la misma estrategia con el 
polimorfismo MTRR 524 C>T. 
En ningún caso se observa diferencias entre el estado en riboflavina y piridoxina en 
función del genotipo (tabla 14). 
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Tabla 14: Estado nutricional en vitaminas del grupo B y tHcy según genotipo en mujeres en edad fértil no 
embarazadas  
 N [%]  EGRAC1 EGOTAC1 FP2, nmol/L  FE2, nmol/L  B122, pmol/L  tHcy 3, µmol/L  
Todas 234 [100] 1,44 (1,40 – 1,48) 1,69 (1,66 – 1,72) 10,3 (9,7 – 10,9) 723 (690 – 758) 331 (316 – 347) 8,37 (8,11 – 8,63) 
MTHFR 677         
CC 81 [34,6] 1,45 (1,40 – 1,51) 1,69 (1,63 – 1,75) 11,1 (10,0 – 12,2) 796 (736 – 860) 343 (316 – 372) 8,03 (7,62 – 8,45) 
CT 117 [50,0] 1,45 (1,40 – 1,51) 1,69 (1,66 – 1,73) 10,2 (9,4 – 11,2) 722 (679 – 767)††† 320 (298 – 343) 8,27 (7,95 – 8,61) ††† 
TT 36 [15,4] 1,41 (1,30 – 1,51) 1,67 (1,61 – 1,73) 8,9 (7,5 – 10,5) 585 (509 – 673)*** 343 (303 – 388) 9,56 (8,65 – 10,55)*** 
MTRR 66         
AA 65 [28,5] 1,48 (1,40 – 1,55) 1,69 (1,64 – 1,73) 9,8 (8,6 – 11,2) 731 (666 – 802) 342 (315 – 371) 8,16 (7,67 – 8,69) 
AG 107 [46,9] 1,45 (1,40 – 1,50) 1,70 (1,65 – 1,75) 10,5 (9,7 – 11,4) 716 (669 – 767) 323 (299 – 349)*,† 8,33 (8,00 – 8,68) 
GG 56 [24,6] 1,42 (1,35 – 1,49) 1,66 (1,61 – 1,71) 10,2 (8,9 – 11,7) 727 (656 – 805) 327 (298 – 359) 8,57 (7,95 – 9,24) 
MTRR 524         
CC 87 [38,2] 1,44 (1,38 – 1,51) 1,71 (1,67 – 1,75) 10,3 (9,4 – 11,4) 692 (637 – 752) 319 (293 – 347) 8,70 (8,31 – 9,10) 
CT 105 [46,1] 1,46 (1,41 – 1,51) 1,67 (1,62 – 1,72) 9,9 (8,9 – 10,9) 721 (671 – 775) 333 (311 – 357) 8,18 (7,79 – 8,59) 
TT   36 [15,7] 1,43 (1,35 – 1,50) 1,67 (1,61 – 1,74) 11,2 (9,6 – 13,0) 810 (735 – 892) 342 (303 – 388) 7,98 (7,30 – 8,73) 
1Media aritmética 2Media geométrica 3Media geométrica ajustada por folato plasmático y centro del estudio (IC 95%); FP: Folato plasmático, FE: Folato 
eritrocitario,  tHcy: Homocisteína total plasmática en ayunas; * p<0,05  *** p<0,001 vs salvajes † p<0,05 †††  p<0,001 vs homocigóticos. 
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5.1.1. THcy según genotipo y estado en riboflavina eritrocitaria 
En este apartado se presenta como se modificaba el comportamiento de la tHcy en 
función del estado en riboflavina cuando se comparaba ser homocigótica respecto a 
no serlo, en el caso de MTHFR 677 C>T, y ser portadora del alelo mutante respecto 
a no serlo, en el caso de MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T. 
 
Las homocigóticas para MTHFR 677 C>T presentaron un 37,2% más de tHcy que el 
grupo de referencia, heterocigóticos o salvajes para el mismo polimorfismo, cuando 
se encontraban en el estado bajo de riboflavina y un 19,1% más cuando se 
encuentran en el estado medio (gráfica 9).  
También se observó que existía una interacción entre el polimorfismo             
MTHFR 677 C>T (homocigótica/no homocigótica) y el estado en riboflavina sobre la 
tHcy (p de interacción = 0,008). 
 
 
Gráfica 9 . Efecto de ser homocigótica para MTHFR 677 C>T sobre tHcy según el estado en 
riboflavina eritrocitaria. Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por 
cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, IMC y 
centro del estudio con homocigóticas como variable independiente. * p<0,05 *** p<0,001 vs. 
heterocigóticas + salvajes; estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,51), medio (EGRAC ≥1,29 <1,51) y 
alto (EGRAC <1,29). 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Estudio en mujeres no embarazadas. Resultados 
 
137 
En la gráfica 10 se observa que las portadoras del alelo mutante G del polimorfismo 
MTRR 66 A>G que se encontraban en el estado medio y alto de estado en 
riboflavina presentaban una tHcy ligeramente superior a la que presentaban las 
salvajes para este mismo polimorfismo. Por el contrario la tHcy de las que se 
encontraban en un estado bajo en riboflavina era un 10,4% inferior.  
 
 
Gráfica 10 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 66 A>G sobre tHcy según el 
estado en riboflavina eritrocitaria. Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente 
ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, 
consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro del estudio con homocigóticas y heterocigóticas como 
variable independiente; estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,51), medio (EGRAC ≥1,29 <1,51) y 
alto (EGRAC <1,29). 
 
En la gráfica 11 se observa que no existía una gran diferencia de comportamiento 
de la tHcy, entre las participantes homocigóticas o heterocigóticas para el 
polimorfismo MTRR 524 C>T respecto a las salvajes para este mismo polimorfismo, 
en función del estado en riboflavina excepto en el estado alto de riboflavina, donde 
presentan un 11,5% menos de tHcy.  
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Gráfica 11 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 524 C>T  sobre tHcy según el 
estado en riboflavina eritrocitaria. Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente 
ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, 
consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro del estudio con homocigóticas y heterocigóticas como 
variable independiente; * p<0,05 vs. salvajes; estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,51), medio 
(EGRAC ≥1,29 <1,51) y alto (EGRAC <1,29). 
5.1.2. THcy según genotipo y estado en folato o cobalamina 
Como la función de MTHFR está relacionada íntimamente con el estado en folato se 
decidió estudiar cómo se comportaba la tHcy en función del genotipo y del estado 
en folato plasmático (gráfica 12).  
Las participantes homocigóticas para MTHFR 677 C>T presentaron una tHcy más 
elevada que las del grupo de referencia, heterocigóticas y salvajes para el mismo 
polimorfismo, independientemente del estado en folato. Eso sí, este incremento era 
superior en las participantes que presentaban un estado en folato plasmático alto. 
 
Al igual que la función de MTHFR está relacionada íntimamente con el estado en 
folato la función de MTRR está relacionada a su vez con la concentración de 
cobalamina plasmática así que se decidió estudiar cómo se comportaba la tHcy en 
función del genotipo y del estado en cobalamina (gráfica 13 y gráfica 14).  
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Gráfica 12 . Efecto de ser homocigótica para MTHFR 677 C>T  sobre tHcy según el estado en folato 
plasmático. Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, 
folato y creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro del 
estudio con homocigóticas como variable independiente. *p<0,05 **p<0,01 vs. heterocigóticas + 
salvajes; estado en folato plasmático bajo (<10,2 nmol/L) y alto (≥10,2 nmol/L). 
 
 
Gráfica 13 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 66 A>G  sobre tHcy según el 
estado en cobalamina plasmática. Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente 
ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, 
consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro del estudio con homocigóticas y heterocigóticas como 
variable independiente; estado en cobalamina plasmática bajo (<326 pmol/L) y alto (≥326 pmol/L). 
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Gráfica 14 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 66 A>G  sobre tHcy según el 
estado en cobalamina plasmática. Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente 
ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, MTHFR 677 C>T, 
consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro del estudio con homocigóticas y heterocigóticas como 
variable independiente. * p<0,05 vs. salvajes; estado en cobalamina plasmática bajo (<326 pmol/L) y 
alto (≥326 pmol/L). 
 
El estado en cobalamina tenía un efecto prácticamente nulo sobre la tHcy de las 
participantes portadoras del alelo mutante G del polimorfismo MTRR 66 A>G en 
comparación con las salvajes para este mismo polimorfismo. Se observó un 
ligerísimo aumento de la tHcy cuando la concentración de cobalamina era alta 
(gráfica 13). 
En la gráfica 14 se puede ver como el efecto del genotipo en el estado bajo de 
cobalamina era nulo pero en las participantes que se encontraban en un mejor 
estado en cobalamina se observa una tHcy un 10,8% inferior en las homocigóticas o 
heterocigóticas para el polimorfismo MTRR 524 C>T respecto a las salvajes.  
5.1.3. Efecto del genotipo sobre la tHcy en función del estado en 
riboflavina y del estado en folato o cobalamina plasmáticos 
En la gráfica 15 se presenta el comportamiento de la tHcy cuando se comparaba en 
homocigóticas respecto a heterocigóticas o salvajes para el polimorfismo             
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MTHFR 677 C>T en función del estado en folato plasmático y riboflavina 
eritrocitaria.  
Se observó qué la tHcy de las participantes homocigóticas para MTHFR 677 C>T 
que se encontraban por encima de la mediana de folato era superior a la de las 
heterocigóticas o salvajes para este mismo polimorfismo. En estas participantes la 
diferencia de tHcy respecto al grupo de referencia no era significativa cuando se 
encontraban en el estado alto de riboflavina, en cambio, las que se encontraban en 
el estado bajo presentaban un 87,4% más de tHcy.  
También se observó que existía una interacción entre el polimorfismo             
MTHFR 677 C>T y el estado en riboflavina sobre la tHcy en las participantes que 
estaban en un estado en folato plasmático alto (p de interacción < 0,001). 
 
 
Gráfica 15 . Efecto de ser homocigótica para MTHFR 677 C>T sobre tHcy según el estado en 
riboflavina eritrocitaria y folato plasmático. Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable 
dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, consumo de 
alcohol y tabaco, IMC y centro del estudio con homocigóticas como variable independiente; **p<0,01 
***p<0,001 vs. heterocigóticas + salvajes. Estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,51), medio 
(EGRAC≥1,29 <1,51) y alto (EGRAC <1,29). Mediana de folato plasmático = 10,2 nmol/L. 
 
En la gráfica 16 se observa el comportamiento de la tHcy cuando se comparan 
homocigóticas o heterocigóticas con salvajes para el polimorfismo MTRR 66 A>G en 
función del estado en cobalamina plasmática y riboflavina eritrocitaria.  
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Se observa que el estado en riboflavina no tiene un gran efecto sobre la tHcy de las 
participantes portadoras del alelo mutante G del polimorfismo MTRR 66 A>G en 
comparación con los salvajes para este mismo polimorfismo cuando la 
concentración de cobalamina está por encima de la mediana. En cambio cuando la 
concentración de cobalamina está por debajo de la mediana el comportamiento de 
la tHcy de las portadoras del alelo mutante en comparación con las que no es 
totalmente diferente en función del estado en riboflavina. Cuando el estado en 
riboflavina es alto presentan un 18,7% más de tHcy, por el contrario, cuando el 
estado es bajo presentan un 15,5% menos de tHcy. 
 
 
Gráfica 16 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 66 A>G sobre tHcy según el 
estado en riboflavina eritrocitaria y cobalamina plasmática. Regresión lineal múltiple con lntHcy como 
variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, 
MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro del estudio con homocigóticas y 
heterocigóticas como variable independiente; estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,51), medio 
(EGRAC ≥1,29 <1,51) y alto (EGRAC <1,29). Mediana de cobalamina = 326 pmol/L. 
 
En la gráfica 17 se puede ver el comportamiento de tHcy cuando se compara a las 
portadoras del alelo mutante C del polimorfismo MTRR 524 C>T con las no 
portadoras en función del estado en cobalamina plasmática y riboflavina eritrocitaria. 
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Gráfica 17 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 524 C>T sobre tHcy según el 
estado en riboflavina eritrocitaria y cobalamina plasmática. Regresión lineal múltiple con lntHcy como 
variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGOTAC, EGRAC, 
MTHFR 677 C>T, consumo de alcohol y tabaco, IMC y centro del estudio con homocigóticas y 
heterocigóticas como variable independiente; estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,51), medio 
(EGRAC ≥1,29 <1,51) y alto (EGRAC <1,29). Mediana de cobalamina = 326 pmol/L. 
 
Se observa que independientemente del estado en riboflavina las portadoras del 
alelo mutante T del polimorfismo MTRR 524 C>T presentaban una menor tHcy en 
comparación con los salvajes cuando se encontraban por encima de la mediana de 
cobalamina. En cambio cuando la concentración de cobalamina estaba por debajo 
de la mediana el comportamiento de la tHcy de las portadoras del alelo mutante en 
comparación con las no portadoras es diferente en función del estado en riboflavina. 
Cuando el estado en riboflavina es alto presentan un 15,9% menos de tHcy, por el 
contrario, cuando el estado es bajo presentan un 10,2% más de tHcy. 
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El porcentaje de fumadoras era del 46,7%, similar al que reportan las estadísticas 
de la Generalitat de Catalunya de 1998 que indican que el 43,9% de las mujeres de 
entre 25 y 35 años eran fumadoras(190).  
No se conoce exactamente la prevalencia de la deficiencia en folato ya que pocos 
países tienen datos bioquímicos sobre el estado en folato, aunque ésta tiende a ser 
más habitual en las poblaciones que tienen un elevado consumo de cereales 
refinados y una menor ingesta de vegetales de hoja verde y fruta. Se considera que 
antes de la introducción en 1998 de la política de fortificación obligatoria de la harina 
con ácido fólico alrededor del 15% de las mujeres adultas de Estados Unidos eran 
deficientes en folato(208). El 23,8% de las participantes eran deficientes en folato 
plasmático (≤7 nmol/L)(209) unos valores algo superiores a los encontrados en 
Estados Unidos y muy superiores a los encontrados en un estudio llevado a cabo 
por Laillou y colaboradores en Vietnam publicado en 2012 con 1526 mujeres en el 
que se encontró que sólo el 2,7% de las mujeres en edad fértil eran deficientes en 
folato (≤6,8 nmol/L)(210). Este mejor estado en folato de la población vietnamita 
podría deberse al menor consumo de cereales refinados y al mayor consumo de 
vegetales de hoja verde y de frutas.   
Solamente el 2,9% de las participantes eran deficientes en cobalamina              
(≤150 pmol/L)(211) unos valores inferiores a los encontrados en Alemania(208) donde 
el 15% de las mujeres en edad reproductiva eran deficientes y similares al 5,1% 
encontrado en las mujeres lactantes en Costa Rica(212). 
El 48,3% de las participantes en el estudio eran deficientes en riboflavina 
(EGRAC≥1,4). Este porcentaje es superior al 34% encontrado en el estudio 
poblacional y algo inferior al encontrado en el National Diet and Nutrition Surveys del 
Reino Unido donde se reveló que en el grupo de edad de entre los 19 y los 24 años 
el 77% de las mujeres presentaban una deficiencia subclínica en riboflavina cuando 
se aplicaba el punto de corte de EGRAC>1,3(36). 
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Cuando se analizó el estado en vitaminas del grupo B en función del genotipo para 
los polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T se pudo 
observar que el comportamiento de la población de mujeres no embarazadas era 
similar al de la población.  
El hecho que solamente las heterocigóticas para MTRR 66 A>G presentaran una 
menor concentración de cobalamina que las salvajes y las homocigóticas para este 
polimorfismo podría deberse a una casualidad estadística.  
 
El 65,4% de las participantes eran portadoras del alelo mutante T para el 
polimorfismo MTHFR 677 C>T y el 15,4% eran homocigóticas para este 
polimorfismo. Estos resultados son similares a los obtenidos por otros estudios para 
la población del sur de Europa(77, 122) y a los obtenidos en el estudio poblacional. 
El 71,7% de las participantes eran portadoras del alelo mutante G para el 
polimorfismo MTRR 66 A>G y el 24,5% eran homocigóticas para este polimorfismo. 
Estos resultados son similares a los encontrados en el estudio poblacional y en 
otros estudios llevados a cabo en Canadá, Estados Unidos o Irlanda del Norte(158-
160). 
El 61,9% de las participantes eran portadoras del alelo mutante T para el 
polimorfismo MTRR 524 C>T y el 15,5% eran homocigóticas para este polimorfismo. 
Este resultado es similar al obtenido en el estudio poblacional y a los obtenidos por 
Pishva y colaboradores en una población Iraní, en el que la frecuencia del alelo 
mutante T es del 56,9% y el 16,3% de la población era homocigótica(194). En cambio, 
estos resultados son muy superiores al encontrado en un estudio llevado a cabo en 
China, por Zen y colaboradores, donde se observó que el 29,3% de la población era 
portadora del alelo mutante T y solamente el 3,0% de la población era homocigótica 
para este polimorfismo(167). Esta discrepancia entre resultados se podría explicar por 
la diferente etnia de los participantes en los estudios. 
5.2.1. THcy según genotipo y estado en riboflavina eritrocitaria 
Al comparar el comportamiento de la tHcy de las homocigóticas para el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T respecto a las que no lo son en función del estado en riboflavina 
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se observó que las homocigóticas presentaron un 37,2% más de tHcy que el grupo 
de referencia, heterocigóticos o salvajes para el mismo polimorfismo, cuando se 
encontraban en el estado bajo de riboflavina y un 19,1% más cuando se encuentran 
en el estado medio. Las diferencias medias de tHcy entre variantes del polimorfismo 
que se producían en el tercil medio y bajo de riboflavina eritrocitaria eran similares a 
los que se producían en la población. 
Se observó que el estado en riboflavina modificaba la relación entre el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T y la tHcy. El alto nivel de significación alcanzado (p de interacción 
0,008) sugiere que el estado en riboflavina tiene un fuerte efecto modulador de la 
relación polimorfismo-tHcy aunque no tanto como en la población general donde la p 
de interacción era inferior a 0,001. 
 
Las portadoras del alelo mutante G del polimorfismo MTRR 66 A>G que se 
encontraban en el estado medio y alto de riboflavina presentaban una tHcy 
ligeramente superior a la de las salvajes para este mismo polimorfismo. Por el 
contrario la tHcy de las que se encontraban en un estado bajo en riboflavina era un 
10,4% inferior. Este comportamiento de la tHcy de las mujeres no gestantes 
portadoras del alelo mutante G del polimorfismo MTRR 66 A>G en función del 
estado en riboflavina es similar al encontrado en la población general, aunque la 
menor tHcy en las portadoras del alelo mutante cuando el tercil de riboflavina era 
bajo es más claro. Esta mayor disminución de tHcy en el estado bajo de riboflavina 
podría ser debido al diferente estado en riboflavina. La media de la concentración de 
riboflavina de las mujeres en edad fértil no embarazadas es inferior a la de la 
población. Esta menor concentración de riboflavina de las no embarazadas haría 
que se observase más claramente el efecto de una menor concentración de 
riboflavina sobre la tHcy en las homocigóticas y heterocigóticas para MTRR 66 A>G. 
Se observó que no existía una gran diferencia de comportamiento de la tHcy, entre 
las participantes homocigóticas o heterocigóticas para el polimorfismo               
MTRR 524 C>T respecto a las salvajes para este mismo polimorfismo en función del 
estado en riboflavina, excepto en el estado alto de riboflavina, donde presentan un 
11,5% menos de tHcy. Cuando se analizó el estado en tHcy según MTRR 524 C>T 
se observó una tendencia a disminuir la tHcy en las portadoras del alelo mutante T 
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para este polimorfismo. Según los resultados obtenidos esta disminución de la tHcy 
se da solamente en las portadoras del alelo mutante T que se encuentran en el 
estado alto de riboflavina.   
5.2.2. THcy según genotipo y estado en folato o cobalamina 
plasmáticos 
Las participantes homocigóticas para MTHFR 677 C>T presentaron una tHcy mayor 
que las del grupo de referencia, heterocigóticas y salvajes para el mismo 
polimorfismo, independientemente del estado en folato. Cuando el estado en folato 
era alto esta mayor tHcy de las homocigóticas respecto a la del grupo de referencia 
era mayor que cuando el estado en folato era bajo. Estos resultados son 
sorprendentes ya que se ha observado en varios estudios que una menor 
concentración de folato se ha asociado con una mayor tHcy(125-129). Como hemos 
visto anteriormente, el ácido fólico podía solucionar el aumento de tHcy debido a ser 
homocigótico para el polimorfismo MTHFR 677 C>T de dos maneras diferentes, 
mediante la estabilización de la unión entre MTHFR y su cofactor FAD(42) y mediante 
un bypass de este punto del ciclo. 
La forma mayoritaria de folato en el torrente sanguíneo es el CH3THF
(40). Una mayor 
concentración de folato podría provocar una acumulación de CH3THF. El CH3THF 
es el producto final de la reacción catalizada por MTHFR, con lo que esta 
acumulación de CH3THF disminuiría la actividad del enzima no produciéndose así el 
grupo metilo necesario para la correcta remetilación de homocisteína a metionina 
mediante la MS. Esta menor actividad de MS debido a la falta de grupos metilo sería 
la responsable del aumento de la concentración de tHcy. 
McNulty y colaboradores publicaron un estudio en el que se observaba que la 
suplementación con riboflavina provocaba una reducción del 22% de la tHcy en los 
homocigóticos para MTHFR 677 C>T(26). Este estudio proponía una mejor estrategia 
para lidiar con el problema de la mayor tHcy en los homocigóticos para           
MTHFR 677 C>T demostrando que mejorando el estado nutricional en riboflavina se 
podía solucionar el problema atacando directamente a su punto de origen y no 
siendo necesario hacer un bypass sobre el problema mediante la suplementación 
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con ácido fólico, que a la luz de estos resultados podría provocar los resultados 
opuestos a los deseados. 
El estado en cobalamina tenía un efecto prácticamente nulo sobre la tHcy de las 
portadoras del alelo mutante G del polimorfismo MTRR 66 A>G en comparación con 
las salvajes para este mismo polimorfismo. Cuando se analizó el estado en tHcy 
según MTRR 66 A>G se observó una tendencia a aumentar la tHcy en las 
portadoras del alelo mutante G para este polimorfismo. Este hecho explicaría 
porque no se observa una disminución en la tHcy cuando el estado en cobalamina 
era alto. 
 
Las portadoras del alelo mutante del polimorfismo MTRR 524 C>T que se 
encontraban en un mejor estado en cobalamina presentaban una menor tHcy en 
comparación con las salvajes para el mismo polimorfismo. Estos mismos resultados 
se observaron en la población en los individuos del estudio poblacional que se 
encontraban en el estado medio o alto de cobalamina. Cuando se analizó el estado 
en tHcy según MTRR 524 C>T se observó una tendencia a disminuir la tHcy en las 
portadoras del alelo mutante T para este polimorfismo. Según los resultados 
obtenidos esta disminución de la tHcy se da solamente en las portadoras del alelo 
mutante T que se encuentran en el estado alto en cobalamina. La MS, que tiene 
cobalamina como cofactor, es la encargada de catalizar el paso de homocisteína a 
metionina(57). Un estado alto en cobalamina facilitaría el correcto funcionamiento de 
MS viéndose así reducida la tHcy. 
5.2.3. Efecto del genotipo sobre la tHcy en función del estado en 
riboflavina y del estado en folato o cobalamina plasmáticos 
Se observó qué la tHcy de las participantes homocigóticas para MTHFR 677 C>T 
que se encontraban por encima de la mediana de folato la tHcy estaba 
inversamente relacionada con el estado en riboflavina.  
Anteriormente, cuando se analizó el estado en tHcy según MTHFR 677 C>T en 
función del estado en folato se observó una mayor tHcy en las homocigóticas 
respecto al grupo de referencia en las participantes que se encontraban en el estado 
alto en folato. Cuando se tiene también en cuenta el estado en riboflavina se 
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observa que esta mayor tHcy de las homocigóticas respecto al grupo de referencia 
se da solamente en las participantes que se encuentran en un estado bajo o medio 
en riboflavina.   
Ya se ha observado que una descompensación entre la concentración de folato y la 
de cobalamina, por deficiencia de esta última, puede manifestarse como una 
deficiencia funcional en folato a pesar de presentar un buen estado en éste que se 
ve reflejada con un aumento en tHcy, esto es lo que se conoce como la trampa de 
metilos(59-61). Una deficiencia en cobalamina impediría un correcto funcionamiento 
de MS con lo que no se produciría el paso de CH3THF a THF. Por otra parte la 
reacción de MTHFR es irreversible con lo que CH2THF pasa a CH3THF. De esta 
manera el folato celular está atrapado en forma de CH3THF ya que no puede pasar 
a THF ni puede volver a CH2THF
(59). Además, la reducción de la actividad de la MS, 
debida a la deficiencia en cobalamina, impide la remetilación de la homocisteína. 
Con lo que el resultado es un aumento en la tHcy. Esta teoría ha sido avalada por 
varios estudios(62-64).  
En este caso hemos analizado la concentración de cobalamina en las participantes 
y no hemos encontrado diferencia entre la concentración de cobalamina según el 
estado en folato y en riboflavina. Esto nos indica de los resultados obtenidos no son 
debido a la cobalamina, sino que son debido al estado en riboflavina.  
Una deficiencia en riboflavina también podría provocar un efecto similar a la trampa 
de metilos. La MTRR es una flavoproteína que cataliza el paso de cob(II)alamina a 
metilcob(III)alamina, que es ésta la forma activa necesaria para el correcto 
funcionamiento de MS(53). Una deficiencia en riboflavina podría provocar un mal 
funcionamiento de MTRR con lo que a pesar de presentar una buena concentración 
en cobalamina, ésta una vez desactivada no podría volver a ser activada. Este mal 
funcionamiento provocaría un aumento de la tHcy similar al que se produce en la 
trampa de metilos.  
Anteriormente, se había observado que el estado en riboflavina modificaba la 
relación entre el polimorfismo MTHFR 677 C>T y la tHcy. Cuando tenemos en 
cuenta también el estado en folato se observa que esta interacción entre el estado 
en riboflavina y el genotipo sobre la tHcy se produce sólo cuando el estado en folato 
es alto. El alto nivel de significación alcanzado (p de interacción <0,001) sugiere que 
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el estado en riboflavina tiene un fuerte efecto modulador de la relación     
polimorfismo-tHcy. 
 
Se observa que cuando el estado en cobalamina es alto el estado en riboflavina no 
tiene un gran efecto sobre la tHcy de las portadoras del alelo mutante G del 
polimorfismo MTRR 66 A>G en comparación con los salvajes para este mismo 
polimorfismo. En cambio cuando la concentración de cobalamina está por debajo de 
la mediana, el comportamiento de la tHcy de las portadoras del alelo mutante en 
comparación con las que no es totalmente diferente en función del estado en 
riboflavina. Cuando el estado en riboflavina es alto presentan una mayor tHcy, por el 
contrario, cuando el estado es bajo presentan una menor tHcy.  
Una posible explicación porque el aumento de tHcy de las portadoras del alelo 
mutante G que se encontraban en un estado alto de riboflavina era mayor cuando 
se encontraban por debajo de la mediana de cobalamina podría basarse en la 
función chaperona de MTRR. Una desproporción en el ratio cobalamina/riboflavina 
por exceso de esta última podría interferir de alguna manera en la interacción 
MTRR-MS impidiendo así el correcto funcionamiento de MS que se vería reflejado 
en forma de aumento de tHcy. 
 
Se observa que las portadoras del alelo mutante T del polimorfismo MTRR 524 C>T 
presentan siempre una menor tHcy que las heterocigóticas y salvajes para este 
mismo polimorfismo a excepción de cuando el estado en riboflavina y cobalamina es 
bajo. La MS, que tiene cobalamina como cofactor, es la encargada de catalizar el 
paso de homocisteína a metionina(57). Un estado bajo en cobalamina dificultaría el 
correcto funcionamiento de MS. La MTRR es una flavoproteína que cataliza el paso 
de cob(II)alamina a metilcob(III)alamina, que es ésta la forma activa necesaria para 
el correcto funcionamiento de MS(53). Una deficiencia en riboflavina podría afectar al 
correcto funcionamiento de MTRR, lo que provocaría una disminución de 
metilcob(III)alamina viéndose así afectado el correcto funcionamiento de MS. Esto 
explicaría porque una combinación de estado bajo en cobalamina y en riboflavina 
provoca una mayor tHcy.    
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En la tabla 15 se pueden observar algunas de las características de las participantes 
en el estudio NutCIR y de sus embarazos.  
De ellas solamente destacar que la media de edad de las participantes en el estudio 
era de 31,8 años.  
El 32,0% de las mujeres eran fumadoras al inicio del embarazo y el 18,4% continuo 
fumando durante todo el embarazo.  
El 94,3% de las participantes tomaban suplementos de ácido fólico durante el primer 
trimestre del embarazo y un 55,3% seguían tomándolo durante todo el embarazo. 
En cambio, sólo un 4,8% de las mujeres tomaban suplementos que contengan 
riboflavina al inicio del embarazo, este porcentaje aumenta hasta el 9,3% en la 
segunda parte del embarazo.  
El 45,8% de las embarazadas eran primíparas y la edad gestacional media en el 
momento del parto fue de 38,9 semanas. 
 
En la tabla 16 se puede observar como las homocigóticas para el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T presentaban a lo largo de todo el embarazo un peor estado en 
folato que las salvajes y una mayor tHcy que las heterocigóticas y salvajes para este 
polimorfismo. El hecho que lo homocigóticos tengan un comportamiento diferente a 
los heterocigóticos y salvajes para este mismo polimorfismo nos permite utilizar la 
estrategia de comparar el comportamiento de los homocigóticos respecto al de los 
heterocigóticos y salvajes (grupo de referencia) cuando estudiamos el efecto del 
polimorfismo sobre tHcy en función del estado en riboflavina y/o folato plasmático. 
 
En la tabla 17 se observa que los indicadores del estado en folato y cobalamina no 
varían entre los diferentes genotipos con la excepción de la tHcy durante el primer 
trimestre del embarazo, que era mayor en las portadoras del alelo mutante G para el 
polimorfismo MTRR 66 A>G.  
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Tabla 15 : Características de las participantes y sus embarazos (n =518)  
Edad, años 31,8 (31,4 – 32,2) 
IMC, Kg/m2 23,7 (23,3 – 24,1) 
Fumadoras, %  
• 1r trimestre 
• 2n y 3r trimestre 
 
32,0 (28,1 – 36,2) 
18,4 (15,3 – 20,2) 
Toman café, %  
• 1r trimestre  
• 2n y 3r trimestre 
 
47,4 (42,8 – 52,1) 
44,2 (39,3 – 49,3) 
Suplemento ácido fólico, %  
• 1r trimestre 
• 2n y 3r trimestre 
 
94,3 (91,9 – 96,1) 
55,3 (50,8 – 59,7) 
Suplemento con hierro, %  
• 1r trimestre 
• 2n y 3r trimestre 
 
19,7 (16,4 – 23,6) 
78,1 (73,8 – 81,9) 
Suplemento con B2, %  
• 1r trimestre;  
• 2n y 3r trimestre 
 
4,8 (3,1 – 3,7) 
9,3 (6,7 – 12,7) 
Primíparas, % 45,8 (41,5 – 50,2) 
Edad gestacional al parto, semanas 38,9 (38,76 – 39,04) 
Nacidos varones, % 47,9 (43,5 – 52,3) 
Peso al nacer, gramos 3195 (3155 – 3236) 
Media aritmética (IC 95%); IMC: Índice de Masa Corporal en la primera visita. 
 
En la tabla 18 se observó una tendencia a que las homocigóticas o heterocigóticas 
para el polimorfismo MTRR 524 C>T presentaran un mejor estado en folato, tanto 
plasmático como eritrocitario, que las salvajes para ese mismo polimorfismo a lo 
largo de todo el embarazo. No obstante el estado en cobalamina y tHcy no variaba 
entre los genotipos, a excepción de en el tercer trimestre del embarazo donde las 
portadoras del alelo mutante T presentaban más tHcy que las salvajes para este 
mismo polimorfismo.  
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El hecho que las homocigóticas y heterocigóticas para el polimorfismo             
MTRR 66 A>G tengan un comportamiento diferente a las salvajes para este mismo 
polimorfismo nos permite utilizar la estrategia de comparar el comportamiento de las 
homocigóticas y las heterocigóticas respecto al de las salvajes cuando estudiamos 
el efecto del polimorfismo sobre tHcy en función del estado en riboflavina y/o 
cobalamina plasmática. Por mimetismo utilizamos la misma estrategia con el 
polimorfismo MTRR 524 C>T. 
 
En la tabla 19 se observa el porcentaje de cada genotipo para los polimorfismos 
MTHFR 677 C>T,  MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T. 
El 64,1% de las embarazadas eran portadoras del alelo mutante T para el 
polimorfismo MTHFR 677 C>T y el 17,4% eran homocigóticas para este 
polimorfismo. 
El 70,8% de las embarazadas eran portadoras del alelo mutante G para el 
polimorfismo MTRR 66 A>G y el 25,8% eran homocigóticas para este polimorfismo. 
El 57,9% de las embarazadas eran portadoras del alelo mutante T para el 
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Tabla 16: Estado nutricional en vitaminas del grupo B y tHcy a lo largo del embarazo según MTHFR 677 C>T 
 N [%]  EGRAC1 FP2, nmol/L  FE2, nmol/L  B122, pmol/L  tHcy 3, µmol/L  
< 12 SG       
CC 176 [35,0] 1,14 (1,12 – 1,17) 26,9 (24,2 – 29,9) 1020 (939 – 1110) 357 (342 – 373) 5,12 (4,97 – 5,26) 
CT 240 [47,7] 1,16 (1,13 – 1,18) 24,4 (22,2 – 26,8) 981 (913 – 1054) 373 (356 – 391) 5,18 (5,04 – 5,32)††† 
TT 87 [17,3] 1,19 (1,13 – 1,25) 27,1 (22,9 – 32,1) 861 (756 – 981)* 348 (321 – 378) 5,81 (5,51 – 6,12)*** 
24 – 27 SG        
CC 160 [35,2] 1,18 (1,15 – 1,22) 13,2 (11,8 – 14,8) 1164 (1082 – 1252) 272 (259 – 286) 4,51 (4,38 – 4,65) 
CT 214 [47,0] 1,19 (1,16 – 1,21) 12,6 (11,4 – 13,8) 1093 (1019 – 1173) 273 (261 – 286) 4,57 (4,44 – 4,71)††† 
TT 81 [17,8] 1,19 (1,16 – 1,23) 12,9 (10,8 – 15,2) 982 (858 – 1124)* 266 (245 – 290) 5,09 (4,83 – 5,36)*** 
34 SG        
CC 151 [34,1] 1,20 (1,17 – 1,23) 11,0 (9,7 – 12,5) 944 (861 – 1035) 243 (230 – 258) 5,10 (4,93 – 5,27) 
CT 213 [48,1] 1,18 (1,16 – 1,21)† 10,6 (9,6 – 11,8) 908 (842 – 979) 247 (236 – 259) 5,20 (5,05 – 5,05)††† 
TT 79 [17,8] 1,24 (1,18 – 1,29) 11,0 (9,2 – 13,3) 803 (692 – 932)* 243 (223 – 265) 5,90 (5,55 – 6,27)*** 
1Media aritmética 2Media geométrica 3Media geométrica ajustada por edad gestacional, folato plasmático y centro de estudio (IC 95%); FP: Folato 
plasmático, FE: Folato eritrocitario, tHcy: Homocisteína total plasmática en ayunas; * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 vs salvajes † p<0,05                
†††  p<0,001 vs homocigóticos. 
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Tabla 17: Estado nutricional en vitaminas del grupo B y tHcy a lo largo del embarazo según MTRR 66 A>G 
 N [%]  EGRAC1 FP2, nmol/L  FE2, nmol/L  B122, pmol/L  tHcy 3, µmol/L  
< 12 SG       
AA 147 [29,3] 1,16 (1,13 – 1,18) 28,8 (25,6 – 32,5) 1031 (936 – 1135) 366 (345 – 389) 5,11 (4,94 – 5,29) 
AG 226 [45,0] 1,16 (1,13 – 1,19) 24,3 (22,1 – 26,8)* 956 (884 – 1034) 357 (343 – 371) 5,26 (5,10 – 5,42) 
GG 129 [25,7] 1,16 (1,14 – 1,28) 24,9 (21,9 – 28,3) 937 (856 – 1025) 371 (347 – 396) 5,43 (5,25 – 5,61)* 
24 – 27 SG        
AA 134 [29,5] 1,18 (1,15 – 1,21) 13,3 (11,6 – 15,2) 1151 (1041 – 1273) 265 (250 – 281) 4,44 (4,69 – 5,34) 
AG 203 [44,7] 1,16 (1,14 – 1,19)†† 12,7 (11,5 – 14,0) 1088 (1015 – 1165) 269 (257 – 281) 4,57 (4,39 – 4,76) 
GG 117 [25,8] 1,23 (1,18 – 1,27)* 12,6 (11,1 – 14,2) 1049 (960 – 1147) 285 (266 – 306) 4,69 (4,51 – 4,87) 
34 SG        
AA 127 [28,7] 1,21 (1,17 – 1,25) 10,7 (9,2 – 12,5) 949 (845 – 1066) 244 (229 – 260) 5,20 (4,97 – 5,45) 
AG 198 [44,8] 1,18 (1,15 – 1,20) 10,7 (9,6 – 11,8) 889 (824 – 959) 239 (228 – 251) 5,28 (5,12 – 5,44) 
GG 117 [26,5] 1,21 (1,18 – 1,25) 11,3 (9,8 – 12,9) 866 (780 – 960) 257 (240 – 275) 5,38 (5,17 – 5,60) 
1Media aritmética 2Media geométrica 3Media geométrica ajustada por edad gestacional, folato plasmático y centro de estudio (IC 95%); FP: Folato 
plasmático, FE: Folato eritrocitario, tHcy: Homocisteína total plasmática en ayunas; * p<0,05 vs salvajes ††  p<0,01 vs homocigóticos. 
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Tabla 18: Estado nutricional en vitaminas del grupo B y tHcy a lo largo del embarazo según MTRR 524 C>T 
 N [%]  EGRAC1 FP2, nmol/L  FE2, nmol/L  B122, pmol/L  tHcy 3, µmol/L  
< 12 SG       
CC 212 [42,2] 1,16 (1,13 – 1,19) 24,1 (21,7 – 26,7) 915 (848 – 987) 355 (329 – 372) 5,26 (5,09 – 5,43) 
CT 231 [46,0] 1,16 (1,14 – 1,18) 26,8 (24,5 – 29,4) 1016 (939 – 1099) 365 (348 – 382) 5,28 (5,14 – 5,42) 
TT 59 [11,8] 1,16 (1,12 – 1,20) 27,5 (22,9 – 33,1) 1024 (905 – 1160) 383 (353 – 414) 5,24 (4,98 – 5,51) 
24 – 27 SG        
CC 187 [41,2] 1,19 (1,16 – 1,22) 12,9 (11,6 – 14,3) 1066 (991 – 1147) 267 (253 – 281) 4,68 (4,52 – 4,84) 
CT 209 [46,0] 1,18 (1,15 – 1,20) 12,7 (11,5 – 14,1) 1130 (1049 – 1217) 273 (261 – 286) 4,59 (4,46 – 4,73) 
TT 58 [12,8] 1,20 (1,14 – 1,27) 13,3 (11,3 – 15,7) 1103 (974 – 1249) 281 (260 – 303) 4,72 (4,50 – 4,96) 
34 SG        
CC 185 [41,9] 1,18 (1,16 – 1,21) 9,9 (8,9 – 11,0) 849 (781 – 923) 237 (225 – 249) 5,20 (5,02 – 5,39) 
CT 207 [46,8] 1,21 (1,18 – 1,24) 11,4 (10,2 – 12,7) 942 (867 – 1024) 250 (238 – 263) 5,36 (5,20 – 5,53) 
TT 50 [11,3] 1,21 (1,15 – 1,27) 12,3 (10,0 – 15,3) 944 (821 – 1084) 255 (233 – 279) 5,31 (4,97 – 5,68) 
1Media aritmética 2Media geométrica 3Media geométrica ajustada por edad gestacional, folato plasmático y centro de estudio (IC 95%); FP: Folato 
plasmático, FE: Folato eritrocitario, tHcy: Homocisteína total plasmática en ayunas. 
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Tabla 19: Distribución de los genotipos  
 N % 
MTHFR 677 C>T 
CC 176 34,9 
CT 241 47,7 
TT 88 17,4 
CT + TT 329 64,1 
MTRR 66 A>G 
AA 147 29,2 
AG 227 45,0 
GG 130 25,8 
AG + GG 357 70,8 
MTRR 524 C>T 
CC 212 42,1 
CT 232 46,0 
TT 60 11,9 
CT + TT 449 57,9 
 
6.1.1. Evolución del estado en riboflavina durante el embarazo 
La evolución del estado en riboflavina a lo largo del embarazo se puede observar en 
la gráfica 18. En esta gráfica se observa cómo el estado en riboflavina empeoraba a 
medida que avanzaba el embarazo, el valor del EGRAC era un 2,7% superior a las 
24–27 SG respecto a <12 SG y un 3,3% a las 34 SG (gráfica 18A). Cuando se 
estudió cómo evolucionaba el porcentaje de mujeres que presentaban deficiencia de 
riboflavina a lo largo del embarazo se observó que había un aumento del 71,7% de 
mujeres en el tercer trimestre del embarazo en comparación con las del primer 
trimestre (gráfica 18B).  
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Gráfica 18 . Evolución del estado en riboflavina a lo largo del embarazo. * p<0,05 *** p<0,001 
respecto a las <12 SG, medido con ANOVA de medidas repetidas con corrección post-hoc de 
Bonferroni (n=351). Estado en riboflavina óptimo (EGRAC<1,2), borderline (EGRAC ≥1,2 <1,4) y 
deficiente (EGRAC≥1,4) [número de individuos].  
 
Al estudiar cómo evolucionaba el estado en riboflavina a lo largo del embarazo en 
función del estado en folato plasmático al principio de éste se pudo observar que el 
estado en riboflavina empeoraba tanto en las gestantes del tercil bajo cómo en las 
del tercil medio-alto de folato (gráfica 19). También se pudo observar como durante 
todo el embarazo las mujeres que se encontraban en un mejor estado en folato 
presentaban valores inferiores de EGRAC, o lo que es lo mismo, un mejor estado en 
riboflavina. Esta diferencia entre los valores de EGRAC según el estado en folato 
plasmático es significativa en el tercer trimestre del embarazo presentando las 
participantes en un peor estado en folato un 3,7% más de EGRAC que las que se 
encontraban en un mejor estado. 
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Gráfica 19 . Efecto de la concentración de folato plasmático a <12 SG sobre el EGRAC a lo 
largo del embarazo.  * p<0,05 entre tercil bajo y tercil medio + alto medida con ANOVA. Tercil bajo 
de folato (<18,8 nmol/L) tercil medio + alto de folato (≥18,8 nmol/L); n=351. 
6.1.2. Evolución de la tHcy durante el embarazo en función del 
estado en riboflavina 
La evolución de la tHcy en función del estado en riboflavina a lo largo del embarazo 
se puede observar en la gráfica 20. Se observa como durante todo el embarazo la 
tHcy es mayor en las participantes que presentan un peor estado en riboflavina. 
Esta diferencia se va haciendo más evidente a medida que avanza el embarazo. En 
el tercer trimestre del embarazo las participantes con un estado bajo en riboflavina 
presentan un 19,6% más de tHcy que las que están en un estado alto.  
 
Cuando se estudió la evolución de la tHcy según el estado en riboflavina a lo largo 
del embarazo en función del estado en folato al inicio de éste (<12 SG) se observó 
que las participantes que comenzaron el embarazo con un peor estado en folato 
presentaban durante todo el embarazo una mayor tHcy (gráfica 21). 
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Gráfica 20 . Evolución de la tHcy durante el embarazo en función del estado en riboflavina.  
Regresión lineal múltiple con tHcy como variable dependiente y ajustada por cobalamina, folato y 
creatinina plasmática, IMC, tabaco, partos anteriores, edad madre, edad gestacional en el momento 
de la extracción, MTHFR 677 C>T y centro del estudio.***p<0,001 vs estado en riboflavina alto. 
Estado en riboflavina bajo (<12SG EGRAC ≥1,17; 24–27SG EGRAC ≥1,20; 34SG EGRAC ≥1,22), 
medio (<12SG EGRAC ≥1,09 <1,17; 24–27SG EGRAC ≥1,11 <1,20; 34SG EGRAC ≥1,11 <1,22) y 
alto (<12SG EGRAC <1,09; 24–27SG EGRAC <1,11; 34SG EGRAC <1,11); [número de individuos] 
 
Independientemente del estado en folato con el que se comenzara el embarazo se 
pudo observar que un peor estado en riboflavina estaba asociado a una mayor tHcy. 
Esta asociación se pudo observar mucho más claramente al final del embarazo 
llegando a ser significativa en las participantes que comenzaron el embarazo con un 
peor estado en folato.  
Las participantes con un estado en riboflavina medio o bajo al final del embarazo 
(34SG) que comenzaron éste en un peor estado en folato presentaban un 8,1% y 
21,9% más de tHcy respectivamente que las que se encontraban en el tercil alto de 
riboflavina. 
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Gráfica 21.  Evolución de la tHcy durante el embarazo en función del estado en riboflavina 
según el estado en folato plasmático al inicio del embarazo.  Regresión lineal múltiple 
estratificada por mediana de folato plasmático a <12 SG con tHcy como variable dependiente y 
ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, IMC, tabaco, partos anteriores, edad madre, 
edad gestacional en el momento de la extracción, MTHFR 677 C>T y centro del estudio.*p<0,05      
**p<0,01 vs estado en riboflavina alto. Estado en riboflavina bajo (<12SG EGRAC ≥1,17; 24–27SG 
EGRAC ≥1,20; 34SG EGRAC ≥1,22), medio (<12SG EGRAC ≥1,09 <1,17; 24–27SG EGRAC ≥1,11 
<1,20; 34SG EGRAC ≥1,11 <1,22) y alto (<12SG EGRAC <1,09; 24–27SG EGRAC <1,11; 34SG 
EGRAC <1,11); [número de individuos]. 
 
6.1.3. THcy según genotipo y estado en riboflavina 
A parte de la influencia de los nutrientes que regulan la tHcy, la concentración de 
ésta también podría estar influenciada por polimorfismos que modifiquen la actividad 
enzimática de las enzimas que afectan directamente a la remetilación de la 
homocisteína a metionina.  
En la gráfica 22 se puede observar la tHcy en tres puntos del embarazo en función 
del estado en riboflavina al inicio cuando se comparan las homocigóticas para el 
polimorfismo MTHFR 677 C>T con las heterocigóticas o salvajes para este mismo 
polimorfismo. 
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Las participantes homocigóticas para MTHFR 677 C>T presentaban durante todo el 
embarazo valores más elevados de tHcy que las heterocigóticas o salvajes para el 
mismo polimorfismo, cuando se encontraban en el estado medio o bajo de 
riboflavina, en cambio cuando se encontraban en el estado alto de riboflavina 
presentaban un ligero aumento de la tHcy que no era significativo en ningún punto. 
También se observó que la asociación entre el polimorfismo MTHFR 677 C>T y la 
tHcy se veía modificada por el estado en riboflavina al principio y a mitad del 
embarazo (p de interacción = 0,020 y 0,004 respectivamente). 
 
En la gráfica 23 se puede observar la tHcy cuando se comparan las portadoras del 
alelo mutante G del polimorfismo MTRR 66 A>G con las no portadoras del alelo 
para este mismo polimorfismo. 
Las participantes homocigóticas o heterocigóticas para MTRR 66 A>G presentaban 
durante todo el embarazo valores superiores de tHcy que las salvajes para el mismo 
polimorfismo, cuando se encontraban en un mejor estado de riboflavina, aunque 
esta diferencia es solamente significativa al inicio del embarazo.  
También se observó que la relación entre el polimorfismo MTRR 66 A>G y la tHcy 
se veía modificada según el estado en riboflavina en el segundo y tercer trimestre 
del embarazo (p de interacción = 0,055 y 0,012 respectivamente). 
 
En la gráfica 24 se puede observar la tHcy a lo largo del embarazo en función del 
estado en riboflavina al inicio de éste, cuando se compara ser homocigótica o 
heterocigótica para el polimorfismo MTRR 524 C>T con ser salvaje para este mismo 
polimorfismo. 
Se constató durante todo el embarazo que cuando las portadoras del alelo mutante 
T para el polimorfismo MTRR 524 C>T se encontraban en un estado alto de 
riboflavina presentaban una mayor tHcy, en cambio, cuando se encontraban en el 
estado bajo de riboflavina la tHcy era menor que la de las salvajes para este mismo 
polimorfismo. Esta diferencia de tHcy entre las homocigóticas y heterocigóticas 
respecto a las salvajes era significativa solamente a las 24–27 SG. 
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También se observó que la relación entre el polimorfismo MTRR 524 C>T y la tHcy 
se veía alterada por el estado en riboflavina en el primer y segundo trimestre del 
embarazo (p de interacción = 0,037 y 0,002 respectivamente). 
 
 
Gráfica 22 . Efecto de ser homocigótica para MTHFR 677 C>T sobre tHcy según el estado en 
riboflavina eritrocitaria al inicio del embarazo.  Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable 
dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGRAC, consumo de tabaco, 
edad, partos anteriores, IMC, edad gestacional en el momento de la extracción y centro del estudio.  
* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 vs heterocigóticas y salvajes; estado en riboflavina bajo           
(EGRAC ≥1,17), medio (EGRAC ≥1,09 <1,17) y alto (EGRAC <1,09); [número de homocigóticas / 
número de heterocigóticas + salvajes]. 
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Gráfica 23 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 66 A>G sobre tHcy según 
el estado en riboflavina eritrocitaria al inicio del embarazo. Regresión lineal múltiple con lntHcy 
como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGRAC, MTHFR 
677 C>T, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, edad gestacional en el momento de la 
extracción y centro del estudio. ** p<0,01 vs salvajes; estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,17), 
medio (EGRAC ≥1,09 <1,17) y alto (EGRAC <1,09); [número de homocigóticas + heterocigóticas / 
número de salvajes]. 
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Gráfica 24 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 524 C>T según estado en 
riboflavina eritrocitaria al inicio del embarazo sobre tHcy.  Regresión lineal múltiple con lntHcy 
como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGRAC, MTHFR 
677 C>T, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, edad gestacional en el momento de la 
extracción y centro del estudio. * p<0,05 vs salvajes; estado en riboflavina bajo (EGRAC ≥1,17), 
medio (EGRAC ≥1,09 <1,17) y alto (EGRAC <1,09); [número de homocigóticas + heterocigóticas / 
número de salvajes]. 
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6.1.4. THcy según genotipo y estado en folato o cobalamina 
plasmaticos 
Como la función de MTHFR está relacionada íntimamente con el estado en folato se 
decidió estudiar cómo se comportaba la tHcy en función del genotipo y del estado 
en folato plasmático. 
Para realizar el análisis de la tHcy según genotipo y estado en folato se tomaron dos 
puntos de corte distintos para definir el estado en folato, uno al principio durante el 
uso protocolario de suplementación con ácido fólico y otro a las 24–27 SG después 
del cese de la suplementación protocolaria que servirá para el análisis del segundo 
y el tercer trimestre como ya se ha explicado en el apartado 3.3.3.  
En la gráfica 25 se puede observar el diferente comportamiento de la tHcy entre las 
participantes homocigóticas para MTHFR 677 C>T y las heterocigóticas o salvajes 
para el mismo polimorfismo, en función del estado en folato plasmático al inicio y en 
el segundo trimestre del embarazo (24–27 SG). Se puede observar como 
independientemente del estado en folato las TT presentaban una mayor tHcy, 
aunque esta diferencia era superior al inicio del embarazo en las mujeres con un 
estado en folato bajo. 
La función de la MTRR está relacionada con la concentración de cobalamina, por 
ello se decidió estudiar cómo se comportaba la tHcy en función del genotipo y del 
estado en cobalamina plasmática. 
En la gráfica 26 se puede observar la tHcy a lo largo del embarazo en función del 
estado en cobalamina al inicio de éste cuando se compara ser homocigótica o 
heterocigótica para el polimorfismo MTRR 66 A>G con ser salvaje para este mismo 
polimorfismo. Se observó cómo al inicio del embarazo las portadoras del alelo 
mutante que se encontraban en un estado en cobalamina bajo presentaban una 
mayor tHcy que las no portadoras. En la segunda parte del embarazo esta 
diferencia no existía. 
En la gráfica 27 se observa que el efecto del ser portadora del alelo mutante T para 
el polimorfismo MTRR 524 C>T sobre la tHcy según el estado en cobalamina al 
inicio del embarazo era muy pequeño independientemente del estado en 
cobalamina o la edad gestacional. Se observa una ligera tendencia a más tHcy en 
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las portadoras del alelo mutante que se encuentran en el estado alto en cobalamina 
respecto a las salvajes para este mismo polimorfismo a medida que avanzaba el 
embarazo. 
 
Gráfica 25 . Efecto de ser homocigótica para MTHFR 677 C>T según estado en folato 
plasmático al inicio del embarazo y a las 24–27 SG sobre tHcy.  Regresión lineal múltiple con 
lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGRAC, 
consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, edad gestacional en el momento de la extracción y 
centro del estudio. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 vs heterocigóticas y salvajes. Estado en folato 
bajo=inferior a la mediana de folato plasmático, estado en folato alto = igual o superior a la mediana 
de folato plasmático; Mediana de folato plasmático 12 SG = 27,9 nmol/L, 24-27 y 34 SG = 11,3 
nmol/L; [número de homocigóticas / número de heterocigóticas + salvajes].    
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Gráfica 26 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 66 A>G según estado en 
cobalamina plasmática al inicio del embarazo sobre tHcy.  Regresión lineal múltiple con lntHcy 
como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGRAC,     
MTHFR 677 C>T, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, edad gestacional en el 
momento de la extracción y centro del estudio. *p<0,05 vs salvajes. Estado en cobalamina bajo = 
inferior a la mediana de cobalamina plasmática, estado en cobalamina alto = igual o superior a la 
mediana de cobalamina plasmática; mediana de cobalamina = 372 pmol/L; [número de 
homocigóticas + heterocigóticas / número de salvajes]. 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 




Gráfica 27 . Efecto de ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 524 C>T según estado en 
cobalamina plasmática al inicio del embarazo sobre tHcy.  Regresión lineal múltiple con lntHcy 
como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGRAC,    
MTHFR 677 C>T, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, edad gestacional en el 
momento de la extracción y centro del estudio. Estado en cobalamina bajo = inferior a la mediana de 
cobalamina plasmática, estado en cobalamina alto = igual o superior a la mediana de cobalamina 
plasmática; mediana de cobalamina = 372 pmol/L ; [número de homocigóticas + heterocigóticas / 
número de salvajes]. 
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6.1.5. Efecto del genotipo sobre la tHcy según el estado en 
riboflavina eritrocitaria y del estado en folato o cobalamina 
plasmáticos 
En la gráfica 28 se puede ver el comportamiento de la tHcy cuando se compara en 
homocigóticas respecto a heterocigóticas o salvajes para el polimorfismo       
MTHFR 677 C>T en función del estado en folato plasmático y riboflavina 
eritrocitaria. Al inicio del embarazo las participantes homocigóticas para MTHFR 677 
C>T que se encontraban en un estado medio o bajo en riboflavina presentaban una 
mayor tHcy independientemente del estado en folato. En la segunda mitad del 
embarazo sólo las mujeres con un estado bajo en riboflavina y bajo en folato 
presentaban una mayor tHcy. Al final del embarazo (34 SG) las homocigóticas para 
MTHFR 677 C>T que se encontraban en un estado alto en folato y en riboflavina 
presentaban una mayor tHcy que las heterocigóticas o salvajes para ese mismo 
polimorfismo.  
También se observó que la relación entre el polimorfismo MTHFR 677 C>T y la tHcy 
se veía influenciada por el estado en riboflavina en el segundo                                 
(p de interacción <0,001) y tercer trimestre (p de interacción = 0,001) del embarazo 
en las participantes que se encontraban en un estado en folato bajo. 
 
En la gráfica 29 y la gráfica 30 se puede observar la tHcy a lo largo del embarazo en 
función del estado en riboflavina eritrocitaria y cobalamina plasmática al inicio de la 
gestación cuando se compara ser homocigótica o heterocigótica para el 
polimorfismo MTRR 66 A>G o MTRR 524 C>T con ser salvaje para este mismo 
polimorfismo.  
Independientemente del momento del embarazo las participantes portadoras del 
alelo mutante G que se encontraban en un estado alto en riboflavina presentaban 
una mayor tHcy que las participantes no portadoras. Esta diferencia de 
concentración llegaba a ser significativa al inicio del embarazo en las embarazadas 
que se encontraban en un estado bajo en cobalamina. En las participantes 
portadoras del alelo G para el polimorfismo MTRR 66 A>G que se encontraban en 
un estado alto en cobalamina y un estado bajo o medio en riboflavina se apreciaba 
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durante todo el embarazo una ligera tendencia a valores inferiores de tHcy en 
comparación con las no portadoras. 
También se observó que la relación entre el polimorfismo MTRR 66 A>G y la tHcy 
se veía modificada por el estado en riboflavina en las participantes que estaban en 
un estado bajo en cobalamina en el segundo y tercer trimestre del embarazo (p de 
interacción = 0,023 y 0,008 respectivamente). 
 
Al inicio del embarazo se observó en las portadoras del alelo mutante T del 
polimorfismo MTRR 524 C>T un comportamiento inverso de la tHcy en función del 
estado en cobalamina independientemente del estado en riboflavina. Las que se 
encontraban en un estado alto en cobalamina tenían valores de tHcy más bajos que 
los de las salvajes, en cambio, las embarazadas que se encontraban en un estado 
bajo en cobalamina presentaban una mayor tHcy. A medida que avanzaba el 
embarazo esta tendencia cambiaba y lo que se observaba era un comportamiento 
opuesto de la tHcy en función del estado en riboflavina en las participantes que se 
encontraban en un estado alto en cobalamina. Al final del embarazo en el estado 
bajo en cobalamina las homocigóticas o heterocigóticas para MTRR 524 C>T que 
tenían un estado en riboflavina alto presentaban valores de tHcy un 14,7% 
superiores que las salvajes para este mismo polimorfismo, por lo contrario las que 
estaban en un estado en riboflavina bajo presentaban un 11,3% menos de tHcy. 
La relación entre el polimorfismo MTRR 524 C>T y la tHcy se veía modificada por el 
estado en riboflavina en las participantes que estaban por debajo de la mediana de 
cobalamina al final del embarazo (p de interacción = 0,024). 
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Gráfica 28 . Efecto de ser homocigótica para MTHFR 677 C>T según estado en riboflavina 
eritrocitaria al inicio del embarazo y folato plasmático al inicio del embarazo y a las 24–27 SG 
sobre tHcy.  Regresión lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por 
cobalamina, folato y creatinina plasmática, EGRAC, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, 
IMC, edad gestacional en el momento de la extracción y centro del estudio. * p<0,05 ** p<0,01 vs 
heterocigóticas y salvajes. Mediana de folato plasmático 12 SG = 27,9 nmol/L, 24-27 y 34 SG = 11,3 
nmol/L; [número de homocigóticas / número de heterocigóticas + salvajes]. 
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Gráfica 29 . Efecto de ser homocigótica y heterocigótica para MTRR 66 A>G según estado en 
riboflavina eritrocitaria y cobalamina plasmática al inicio del embarazo sobre tHcy.  Regresión 
lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina 
plasmática, EGRAC, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, MTHFR 677 C>T, edad 
gestacional en el momento de la extracción y centro del estudio. * p<0,05 vs salvajes. Mediana de 
cobalamina = 372 pmol/L; [número de homocigóticas + número heterocigóticas / n de salvajes]. 
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Gráfica 30 . Efecto de ser homocigótica y heterocigótica para MTRR 524 C>T según estado en 
riboflavina eritrocitaria y cobalamina plasmática al inicio del embarazo sobre tHcy.  Regresión 
lineal múltiple con lntHcy como variable dependiente ajustada por cobalamina, folato y creatinina 
plasmática, EGRAC, MTHFR 677 C>T, consumo de tabaco, edad, partos anteriores, IMC, edad 
gestacional en el momento de la extracción y centro del estudio. * p<0,05 vs salvajes. Mediana de 
cobalamina = 372 pmol/L; [número de homocigóticas + heterocigóticas / número de salvajes]. 
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La edad media de las participantes en el estudio NutCIR era de 31,8 años, un valor 
muy similar a los 31,1 años de la media de las gestantes catalanas(213). El 32,0 % de 
las participantes eran fumadoras al inicio del embarazo y un 18,4% continuaron 
fumando durante el mismo. De nuevo porcentajes similares a los de la población 
catalana de gestantes(190). 
 
El estado inferior en folato eritrocitario y la mayor tHcy de las homocigóticas para el 
polimorfismo MTHFR 677 C>T en comparación con las heterocigóticas y salvajes 
para este mismo polimorfismo es parecido al que se ha descrito para la población, a 
pesar del uso de suplementos de ácido fólico durante el primer trimestre del 
embarazo. El porcentaje de suplementación con ácido fólico entre los diferentes 
genotipos era similar (CC = 94,5%; CT = 93,2%; TT = 97,6%).  
Existen algunos estudios en los que se ha investigado el estado en vitaminas del 
grupo B en función del genotipo en embarazadas. Por ejemplo Kim y colaboradores 
en 2004 publicaron un estudio, con 177 embarazadas coreanas de entre 24 y 28 
semanas de gestación, en el que se observaba que las homocigóticas para el 
polimorfismo MTHFR 677 C>T presentaban más tHcy que las heterocigóticas y 
salvajes para este mismo polimorfismo(76). Dos años más tarde, en 2006, se publicó 
un estudio de Parle-McDermott y colaboradores en el que participaban 508 
embarazadas de Irlanda a las que se les realizó una extracción sanguínea en el 
primer trimestre del embarazo. En este estudio se observó cómo las homocigóticas 
para el polimorfismo MTHFR 677 C>T presentaban una peor estado en folato 
eritrocitario y más tHcy que las heterocigóticas y salvajes para el mismo 
polimorfismo(183). Posteriormente en 2008, Barbosa y colaboradores publicaron un 
estudio con 275 embarazadas brasileñas a las que se les realizó una extracción 
sanguínea cuando ingresaban de parto en el hospital. Las portadoras del alelo 
mutante T para el polimorfismo MTHFR 677 C>T presentaban una menor 
concentración de folato sérico y una mayor tHcy que las salvajes para este 
polimorfismo(177). En ninguno de estos estudios se ha estudiado el efecto del 
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genotipo sobre el estado en folato o la tHcy durante toda la gestación, cómo se hace 
en el nuestro. 
 
Las homocigóticas para el polimorfismo MTRR 66 A>G presentaban una tendencia 
a peor estado en folato eritrocitario y un mejor estado en cobalamina plasmática que 
las salvajes para este mismo polimorfismo durante todo el embarazo a pesar del uso 
de suplementos de ácido fólico durante el primer trimestre del embarazo. El 
porcentaje de suplementación con ácido fólico entre los diferentes genotipos era 
similar (AA = 94,1%; AG = 96,6%; GG = 91,1%). 
En un estudio llevado a cabo por Barbosa y colaboradores en el que estudiaban la  
asociación de los polimorfismo MTHFR 677 C>T y MTRR 66 A>G, entre otros, con 
la tHcy en una población brasileña en el momento del parto encontraron una tHcy, 
aunque no significativa, en las portadoras del alelo mutante para el polimorfismo 
MTRR 66 A>G respecto a las salvajes para este mismo polimorfismo(177). Estos 
resultados podrían hacer pensar que el efecto del estrés del propio embarazo afecta 
más al estado en folato y tHcy que el polimorfismo.     
 
Se observó una tendencia a presentar un mejor estado en folato, tanto plasmático 
como eritrocitario y un mejor estado en cobalamina plasmática en las homocigóticas 
y heterocigóticas para el polimorfismo MTRR 524 C>T que las salvajes para este 
mismo polimorfismo a lo largo de todo el embarazo.  
En la población se pudo observar que los homocigóticos presentaban una tendencia 
no significativa a una menor concentración de tHcy que los heterocigóticos y 
salvajes para este mismo polimorfismo. No se observa diferencias entre los 
diferentes genotipos durante el embarazo, esto implica que el propio embarazo 
podría influenciar más sobre el estado en las vitaminas que el polimorfismo. 
 
El 65,0% de las embarazadas eran portadoras del alelo mutante T para el 
polimorfismo MTHFR 677 C>T y el 17,3% eran homocigóticas para este 
polimorfismo. Estos resultados son similares a los obtenidos en el estudio 
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poblacional donde el 64,1% de la población era portadora del alelo mutante T y el 
17,8% era homocigótica para este polimorfismo. 
El 70,7% de la población de gestantes era portadora del alelo mutante G para el 
polimorfismo MTRR 66 A>G y el 25,7% era homocigótica para este polimorfismo. 
Estos resultados son similares a los encontrados en el estudio poblacional, donde el 
74,1% de la población era portadora del alelo mutante G y el 24,1% homocigótica 
para este polimorfismo. 
El 57,8% de la población de embarazadas eran portadora del alelo mutante T para 
el polimorfismo MTRR 524 C>T y el 11,8% era homocigótica para este polimorfismo. 
Este resultado es similar al obtenido en el estudio poblacional donde la frecuencia 
del alelo mutante T es del 59,8% y el 13,5% de la población era homocigótica.  
6.2.1. Evolución del estado en riboflavina durante el embarazo 
El estado en riboflavina empeoraba a medida que avanzaba el embarazo y se 
constató un considerable aumento de mujeres que presentaban deficiencia de 
riboflavina en el tercer trimestre del embarazo en comparación con el primer 
trimestre.  
En 1974 se publicó un estudio de Heller y colaboradores en el que miraban el 
estado en riboflavina eritrocitaria en 651 mujeres alemanas en diferentes etapas del 
embarazo. Para realizar este estudio se definieron como deficiente en riboflavina los 
valores de EGRAC > 1,2. En este estudio se observó que cuanto más avanzado era 
el estado del embarazo en el que se realizaba la extracción sanguínea mayor era el 
porcentaje de deficientes en riboflavina, pasando del 27,3% de deficientes en la 
extracción de las 7–12 SG al 41,7% en la extracción de las 37–42 SG(214). Años más 
tarde en 1981 se publicó un estudio de Bates y colaboradores en el que participaron 
156 y 59 embarazadas de Gambia y Cambridge respectivamente. En este estudio 
se observó que el 20% de las mujeres de Cambridge eran deficientes en riboflavina 
cuando se utilizaba el criterio de EGRAC > 1,3. También se observó que sólo el 
2,5% de las mujeres de Gambia no eran deficientes en riboflavina y que el estado 
en riboflavina empeoraba a medida que avanzaba el embarazo(215). 
A diferencia de estos estudios mencionados anteriormente el estudio NutCIR es el 
primero que hace un seguimiento del estado nutricional en riboflavina mediante la 
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determinación del EGRAC a lo largo de todo el embarazo en una población de un 
país del “primer mundo” que no está sometido a una política de fortificación. 
La disminución de la concentración de riboflavina durante el embarazo se puede 
explicar por el aumento de la demanda debido al desarrollo fetal, de la placenta y de 
los tejidos maternos.  
 
Al estudiar la evolución del estado en riboflavina a lo largo del embarazo en función 
del estado en folato plasmático al principio de éste se pudo observar que 
empeoraba en ambos grupos. Durante todo el embarazo las que se encontraban en 
un mejor estado en folato presentaban valores más bajos de EGRAC, o lo que es lo 
mismo, un mejor estado en riboflavina. Esta diferencia entre los valores de EGRAC 
era significativa solamente en el tercer trimestre del embarazo. 
En un estudio Moat y colaboradores de 2003 encontraron que la concentración de 
riboflavina disminuía después de una intervención con ácido fólico(179). Estos 
resultados podrían explicarse en parte por el diseño del estudio que implicaba una 
reducción de la ingesta de riboflavina durante 8 de los 12 meses de estudio debido a 
la ausencia de periodos de lavado entre intervenciones dietéticas(216). En cambio, en 
un estudio reciente llevado a cabo en Noruega cuando comparaban la 
concentración de riboflavina plasmática en función de si se habían suplementado o 
no con ácido fólico hasta la semana 17 de embarazo observaron que las que habían 
tomado suplementos con regularidad presentaban una mayor concentración de 
riboflavina plasmática que las que lo habían hecho esporádicamente o las que no lo 
habían hecho nunca(180).  
La composición de los preparados farmacológicos utilizados para la suplementación 
podría explicar en parte que un mejor estado en folato se asocie con un mejor 
estado en riboflavina si los suplementos de ácido fólico habitualmente consumidos 
formaran parte de preparados polivitamínicos con otras vitaminas entre ellas la 
riboflavina. En el caso de nuestra población ninguno de los suplementos de ácido 
fólico prescritos a las gestantes por protocolo en los hospitales que forman parte del 
estudio contenían también riboflavina. Así pues, esta explicación no es aplicable a 
nuestra población. Otra posible explicación sería que la mayor parte de los folatos 
de la dieta se absorben en forma de CH3THF que es el producto final de la reacción 
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de MTHFR, que tiene FAD como cofactor. Esta mayor concentración de CH3THF 
reduciría la actividad MTHFR, de esta forma cuando la concentración de folato es 
alta no sería necesario consumir tantas reservas de FAD en forma de cofactor. Así 
pues, una mayor concentración de folato podría favorecer un menor gasto de 
riboflavina con lo que ayudaría a mantener sus reservas. Esta diferencia del estado 
en riboflavina en función del estado en folato se vería más claramente al final del 
embarazo donde todas las reservas maternas están más estresadas, de ahí que la 
diferencia de concentración de riboflavina entre estados de folato fuese significativa 
sólo al final del embarazo.    
6.2.2. Evolución de la tHcy durante el embarazo en función del 
estado en riboflavina 
Se observó que la tHcy era mayor en las participantes que presentan un peor 
estado en riboflavina y esta diferencia se iba haciendo más evidente a medida que 
avanza la gestación.  
En el segundo trimestre del embarazo los valores de tHcy eran inferiores a los del 
inicio y final del embarazo. Este comportamiento es el normal de la tHcy durante la 
gestación ya que la tHcy de las embarazadas es inferior a la de las mujeres no 
embarazadas y llega a su mínimo en el segundo trimestre del embarazo debido a 
factores fisiológicos del propio embarazo(86-88). 
Como ya se ha explicado previamente una menor concentración de riboflavina 
podría afectar a la actividad de MTHFR y MTRR disminuyéndola, con lo que si la 
metilación a metionina está reducida se vería aumentada la tHcy. Al final del 
embarazo es cuando las reservas de riboflavina están más bajas, así que un peor 
estado en riboflavina magnificaría aún más esta menor actividad de las enzimas, 
provocando una mayor diferencia de tHcy entre el tercil alto y el bajo de riboflavina a 
las 34 SG. 
 
Al estudiar la evolución de tHcy según el estado en riboflavina a lo largo del 
embarazo en función del estado en folato al inicio se observó que las participantes 
que comenzaron el embarazo con un peor estado en folato presentaban durante 
todo el embarazo una tendencia a una mayor tHcy respecto a las que presentaban 
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un mejor estado en folato al inicio del embarazo. Independientemente del estado en 
folato con el que se comenzara el embarazo se pudo observar que un peor estado 
en riboflavina estaba asociado a una mayor tHcy siendo significativamente más alta 
en las mujeres con un estado bajo o medio en riboflavina combinado con un estado 
bajo en folato al inicio del embarazo. 
Varios estudios han observado que las embarazadas con un peor estado en folato 
presentaban valores superiores de tHcy a los de las que tenían un mejor estado(180, 
217, 218). Anteriormente, ya hemos comentado que un peor estado en riboflavina se 
asocia con una mayor tHcy durante todo el embarazo. La combinación de un peor 
estado en folato y riboflavina se asocia con mayor tHcy durante todo el embarazo y 
este aumento es más claro al final cuando las reservas de ambas vitaminas están 
más bajas. 
Un peor estado en folato comporta una menor concentración de CH3THF que es el 
substrato de MS, la enzima que cataliza la remetilación de homocisteína a 
metionina. La menor actividad de esta enzima comporta una mayor tHcy. La 
riboflavina es cofactor de MTHFR, que se encarga de catalizar el paso de CH2THF a  
CH3THF. Un peor estado en riboflavina provocaría una disminución de la actividad 
enzimática de MTHFR y se vería reducida la producción de CH3THF. Un peor 
estado en folato y riboflavina de forma conjunta significaría una disminución drástica 
en la concentración de CH3THF lo que provocaría una disminución de la actividad 
de MS produciéndose así un aumento en la tHcy. 
6.2.3. THcy según genotipo y estado en riboflavina 
Un estado bajo en riboflavina eritrocitaria (tercil alto de EGRAC) al inicio del 
embarazo en homocigóticas para MTHFR 677 C>T se asocia con una mayor tHcy 
durante todo el embarazo. 
Anteriormente ya se había observado que un estado bajo en riboflavina se asocia 
con una mayor tHcy en homocigóticas para MTHFR 677 C>T, en un estudio de 2004 
llevado a cabo por Kim y colaboradores en Corea con un total de 177 embarazadas 
de entre 24 y 28 semanas de gestación(76). A diferencia del estudio de Kim y 
colaboradores en nuestro estudio se hace el seguimiento de las mujeres a lo largo 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 
Dipòsit Legal: T.187-2014 
 
Estudio NutCIR. Discusión 
 
191 
de todo el embarazo y se utiliza el EGRAC, un indicador del estado nutricional en 
riboflavina eritrocitaria, en lugar de la riboflavina sérica.  
Este polimorfismo provoca una disminución de la afinidad de la proteína por FAD y 
un aumento de la termolabilidad de la enzima lo que conlleva una disminución de la 
actividad enzimática de ésta(123) y por consiguiente un aumento de tHcy(150). Una 
mayor concentración de riboflavina podría compensar la pérdida de afinidad del 
enzima por su cofactor FAD y reducir así el efecto de la mutación. Esto explicaría 
por qué las gestantes homocigóticas que empezaron el embarazo en un estado alto 
en riboflavina no presentaban una mayor tHcy que la del grupo de referencia.  
Se observó que existía una interacción entre el polimorfismo MTHFR 677 C>T y el 
estado en riboflavina sobre tHcy en el primer y segundo trimestre del embarazo.  
En el estudio anteriormente mencionado de Kim y colaboradores también 
describieron una interacción entre el estado en riboflavina y MTHFR 677 C>T sobre 
tHcy, aunque solamente en el segundo trimestre del embarazo que es de la única 
información de la que disponían en el estudio(76). 
 
Varios estudios han investigado el efecto del polimorfismo MTRR 66 A>G sobre 
tHcy con resultados dispares. Estas incongruencias entre los resultados obtenidos 
en los estudios que han analizado la relación entre el polimorfismo MTRR 66 A>G y 
la tHcy podrían explicarse por el diferente estado nutricional en riboflavina y en 
cobalamina.  
Cuando se estudió el estado en vitaminas del grupo B en función del genotipo en el 
estudio NutCIR se pudo observar que la presencia del alelo mutante G, en especial 
cuando su presencia es por duplicado, provoca una mayor tHcy que es significativa 
únicamente al inicio del embarazo. El hecho que las gestantes homocigóticas y 
heterocigóticas para MTRR 66 A>G que se encontraban en un estado alto en 
riboflavina al inicio del embarazo presentaban durante todo el embarazo una mayor 
tHcy que las salvajes para el mismo polimorfismo nos muestran que la mayor tHcy 
en las portadoras del alelo mutante está limitada a las que presentan un estado en 
riboflavina eritrocitaria alto al inicio de la gestación. 
Como se ha comentado anteriormente la MTRR transfiere los electrones derivados 
de la oxidación de NADPH a través de sus centros activos (FAD y FMN) a su pareja 
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redox la MS(68) que es la enzima que se encarga de catalizar el paso de 
homocisteína a metionina(39). En este mecanismo se forma un complejo entre la MS 
y MTRR y los electrones derivados de la oxidación de NADPH catalizada por MTRR 
se transfieren a la forma inactiva de MS(53, 68). Esta transferencia de electrones en el 
complejo MS-MTRR facilita la transferencia de un grupo metilo de AdoMet a MS 
regenerando la metilcob(III)alamina(156). Otra función menos conocida y más 
novedosa de MTRR es actuar como chaperona de MS ya que ayuda a estabilizar la 
forma apoMS favoreciendo la formación de holoMS(157).  
Una mayor concentración de riboflavina podría de alguna manera interferir entre 
estas interacciones MTRR y MS provocando así un mal funcionamiento de ambas 
enzimas que se reflejaría en una mayor tHcy.  
A medida que avanza el embarazo el efecto del polimorfismo se va diluyendo 
probablemente debido a que toma más relevancia el efecto del estrés del propio 
embarazo. 
Se observó que el estado en riboflavina solamente modificaba la relación entre el 
polimorfismo MTRR 66 A>G y tHcy al final del embarazo.  
 
El efecto del estado en riboflavina sobre las portadoras del alelo mutante T para el 
polimorfismo MTRR 524 C>T era prácticamente inapreciable durante todo el 
embarazo. A pesar de eso se observó que cuando se encontraban en un estado alto 
en riboflavina presentaban una mayor tHcy que la de las salvajes para este mismo 
polimorfismo. 
El hecho que una mayor concentración de riboflavina se relacione con una mayor 
tHcy en las portadoras del alelo mutante T respecto a las salvajes para este mismo 
polimorfismo podría ser debido a la misma causa que en el polimorfismo           
MTRR 66 A>G, interferir entre la interacción MTRR y MS provocando así un mal 
funcionamiento de ambas enzimas que se reflejaría en una mayor tHcy.   
Se observó que el estado en riboflavina modificaba la relación entre el polimorfismo 
MTRR 524 C>T y la tHcy en el primer y segundo trimestre del embarazo.  
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6.2.4. THcy según genotipo y estado en folato o cobalamina 
plasmáticos 
Al principio del embarazo cuando las participantes presentaban un mejor estado en 
folato en conjunto el estar por debajo de la mediana de folato se asociaba con una 
mayor tHcy en las homocigóticas para MTHFR 677 C>T. 
En el segundo y tercer trimestre del embarazo se observó que las homocigóticas 
para MTHFR 677 C>T presentaban una mayor tHcy independientemente del estado 
en folato plasmático. 
Esta diferencia del comportamiento de tHcy entre el primer trimestre y la parte final 
del embarazo podría explicarse por la concentración de folato. Al inicio del 
embarazo debido a la suplementación con ácido fólico el estado en folato era bueno 
y el valor de la mediana de folato era de 27,9 nmol/L. En cambio en la segunda 
mitad del embarazo ya no tenía lugar la suplementación y el estado en folato 
decayó, siendo la mediana de 11,3 nmol/L, o lo que es lo mismo, menos de la mitad 
que al inicio. Una concentración de folato lo suficientemente elevada, como la que 
se encuentra al inicio del embarazo, podría disminuir el efecto de la mutación. Esto 
explicaría por qué al inicio del embarazo las gestantes homocigóticas que se 
encuentran por encima de la mediana presentan una menor diferencia de tHcy que 
las que están por debajo de ésta. Al avanzar el embarazo disminuye la 
concentración de folato y esta menor concentración podría no ser suficiente para 
compensar el efecto de la mutación en MTHFR. Por eso no se observarían 
diferencias en el comportamiento de tHcy en función del estado en folato en la parte 
final del embarazo.  
 
Un peor estado en cobalamina al inicio del embarazo se asociaba con una mayor 
tHcy en las portadoras del alelo mutante para el polimorfismo MTRR 66 A>G. En la 
segunda parte del embarazo esta diferencia no existe. 
Como ya se ha explicado anteriormente la principal función de MTRR es la de 
catalizar la metilación reductiva de cob(II)alamina a metilcob(III)alamina(39) y el 
polimorfismo MTRR 66 A>G disminuye la actividad de la enzima(174). Esta menor 
actividad de la enzima unida a una menor concentración de cobalamina podría 
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provocar un aumento del ratio cob(II)alamina/metilcob(III)alamina. Esto podría 
explicar el aumento de tHcy en las portadoras del alelo mutante G que se 
encuentran por debajo de la mediana de cobalamina al inicio del embarazo. Esta 
diferencia no se reproduciría en la segunda mitad del embarazo porque el propio 
estrés que comporta el embarazo podría ser más importante que el efecto de este 
polimorfismo. 
 
Independientemente del estado en cobalamina o del punto del embarazo el efecto 
del estado en cobalamina sobre la tHcy en las portadoras del alelo mutante T del 
polimorfismo MTRR 524 C>T era prácticamente nulo. En la población se constató 
que un peor estado en cobalamina se asociaba con una mayor tHcy en los 
portadores del alelo mutante para este polimorfismo. El hecho que no se observe 
ningún efecto entre las gestantes se podría deber a que los efectos fisiológicos del 
embarazo y la demanda de cobalamina por el feto tengan un efecto más importante 
que el efecto de este polimorfismo. 
6.2.5. Efecto del genotipo sobre tHcy según el estado en riboflavina 
eritrocitaria y del estado en folato o cobalamina plasmáticos 
Durante todo el embarazo se observó que un peor estado en folato asociado a un 
peor estado en riboflavina significaba un aumento de tHcy en las homocigóticas 
para MTHFR 677 C>T respecto al grupo de referencia.  
Anteriormente, ya se había observado en las homocigóticas para el polimorfismo 
MTRR 677 C>T que un peor estado en riboflavina se asociaba con una mayor tHcy 
al inicio del embarazo. Igualmente también se ha observado que un peor estado en 
folato al inicio del embarazo se asociaba con una mayor tHcy para las TT. Así pues, 
es lógico que un peor estado en folato combinado con un peor estado en riboflavina 
se asocie a una mayor tHcy en las homocigóticas para MTHFR 677 C>T.  
Como ya hemos mencionado anteriormente un mejor estado en folato podría 
compensar el efecto de ser homocigótica para MTHFR 677 C>T sobre tHcy por dos 
mecanismos: mantener las reservas de FAD y estabilizar la unión del enzima con 
FAD. Así se explicaría porque no hay un aumento de tHcy en las homocigóticas 
cuando el estado en folato es bueno. En cambio cuando el estado en folato es bajo, 
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este papel compensador del folato no sería suficiente y por eso las TT presentan 
mayor tHcy a excepción de cuando el estado en riboflavina es alto, donde la mayor 
concentración de FAD compensaría el efecto del polimorfismo.  
 
Al final del embarazo un mejor estado en folato junto con un mejor estado en 
riboflavina se asocia con una mayor tHcy en las homocigóticas en comparación con 
las heterocigóticas y salvajes para este mismo polimorfismo. Estos resultados son 
sorprendentes ya que en mejor estado de folato y de riboflavina era de esperar una 
disminución del efecto del polimorfismo. Como ya se ha comentado anteriormente 
durante el embarazo la tHcy se ve reducida observándose su mínimo en el segundo 
trimestre del embarazo aumentando a partir de este momento(86-89). También es 
sabido que ser homocigótica para MTHFR 677 C>T se asocia con una mayor 
concentración de tHcy. Estos dos factores podrían explicar en parte el porqué de 
estos resultados sorprendentes. 
 
La relación entre el polimorfismo MTHFR 677 C>T y la tHcy se veía modificada en 
función del estado en riboflavina en las participantes con estado bajo en folato en la 
parte final del embarazo. Al final del embarazo es donde el estado en folato de 
media es inferior ya que se ha suprimido la prescripción generalizada de 
suplementación y se ha sufrido durante más tiempo el requerimiento extra del 
embarazo. Kim y colaboradores también describieron una interacción entre el 
estado en riboflavina y MTHFR 677 C>T sobre tHcy aunque solamente en el 
segundo trimestre del embarazo que es de la única información de la que disponían 
en el estudio y teniendo en cuenta la riboflavina sérica no la eritrocitaria(76). 
 
Previamente se ha podido observar que ser homocigótica o heterocigótica para 
MTRR 66 A>G se asocia con un mayor tHcy cuando se presenta un estado alto en 
riboflavina o un estado bajo en cobalamina al inicio del embarazo. No es de extrañar 
que las participantes portadoras del alelo mutante G para el polimorfismo          
MTRR 66 A>G que se encontraban en un estado alto en riboflavina eritrocitaria al 
inicio del embarazo presentaran una mayor tHcy que las participantes no portadoras 
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y que esta diferencia entre las tHcy fueran mayores cuando el estado en cobalamina 
era peor.  
Como ya se ha visto previamente la MTRR cataliza el paso de cob(II)alamina a 
metilcob(III)alamina necesaria para el correcto funcionamiento de MS(39). Si la 
concentración de cobalamina el ratio de cob(II)alamina/metilcob(III)alamina podría 
ser superior. Esto implicaría una menor disponibilidad de metilcob(III)alamina para el 
correcto funcionamiento de MS que se vería reflejado en un aumento de tHcy. 
Otra posible explicación podría basarse en la función chaperona de MTRR. Una 
desproporción en el ratio cobalamina/riboflavina por exceso de esta última podría 
interferir de alguna manera en la interacción MTRR-MS impidiendo así el correcto 
funcionamiento de MS que se vería reflejado en forma de aumento de tHcy. 
Estos dos hechos juntos podrían explicar porque el aumento de tHcy de las 
portadoras del alelo mutante G que se encontraban en un estado alto de riboflavina 
era mayor cuando se encontraban por debajo de la mediana de cobalamina. El 
hecho que esta diferencia sea menor a medida que avanzaba la gestación podría 
ser debido al efecto del embarazo. Las demandas en las reservas de los nutrientes 
para mantener el embarazo y asegurar un aporte suficiente al feto para su desarrollo 
y crecimiento podrían ser más importante que el efecto del polimorfismo y por eso 
sólo se observaría esta diferencia claramente al inicio del embarazo donde el estrés 
de éste es menor. 
 
Se observó que el estado en riboflavina modificaba la relación entre el polimorfismo 
MTRR 66 A>G y la tHcy en la segunda mitad del embarazo. Esta modificación se 
veía limitada a las participantes con un estado en cobalamina bajo. Esto implica que 
el estado en riboflavina sólo afecta a la relación entre el polimorfismo y la tHcy 
cuando el estado en cobalamina es bajo o lo que es lo mismo que la interacción 
entre el estado en riboflavina y el polimorfismo sobre la tHcy se ve modificada por el 
estado en cobalamina. 
 
Al inicio del embarazo el efecto del polimorfismo MTRR 524 C>T era prácticamente 
nulo independientemente del estado en cobalamina o riboflavina. Al final del 
embarazo cuando el estado en cobalamina era bajo se observaba un 
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comportamiento opuesto de la tHcy en función del estado en riboflavina; las 
homocigóticas y heterocigóticas que se encontraban en un estado en riboflavina alto 
presentaban valores superiores de tHcy que las salvajes para este mismo 
polimorfismo, por lo contrario las que estaban se encontraban en un estado bajo en 
riboflavina presentaban valores inferiores de tHcy.  
Estos resultados sugieren que el efecto del polimorfismo MTRR 524 C>T es 
altamente dependiente del estado en riboflavina cuando el estado en cobalamina es 
bajo. Este comportamiento se podría explicar por la función chaperona de MTRR. La 
mutación podría proporcionar una mayor afinidad por la riboflavina con lo que 
cuando el estado en ésta es bajo ayudaría a mantener una ratio 
cob(II)alamina/metilcob(III)alamina adecuado, reflejándose esto en una menor tHcy. 
En cambio, esta mayor afinidad por la riboflavina podría interferir de alguna manera 
en la interacción MTRR-MS impidiendo así el correcto funcionamiento de MS que 
comportaría un aumento de tHcy. Este efecto sólo se haría patente al final del 
embarazo cuando el estrés que comporta el embarazo es máximo y las reservas de 
la madre están en un nivel más bajo. 
 
Se observó que el estado en riboflavina modificaba la relación entre el polimorfismo 
MTRR 524 C>T y la tHcy al final del embarazo. Esta modificación se veía limitada a 
las participantes con un estado en cobalamina bajo. Esto implica que la interacción 
entre el estado en riboflavina y el polimorfismo sobre la tHcy se ve modificada por el 
estado en cobalamina al final del embarazo. 
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Para interpretar las comparaciones entre los tres grupos de estudio (el grupo 
poblacional, el grupo de mujeres en edad fértil no embarazadas y el grupo de 
mujeres embarazadas) hay que tener en cuenta algunas diferencias relevantes: 
 
- Los participantes del estudio poblacional y las participantes del grupo de 
mujeres en edad fértil no embarazadas eran unos grupos que no utilizaban 
suplementos vitamínicos del grupo B, en cambio, las participantes del estudio 
NutCIR no tenían esta restricción, es más, se les prescribía durante los tres 
primeros meses del embarazo suplementación con ácido fólico siguiendo las 
recomendaciones de la SEGO.  
 
- El estado en riboflavina es mucho más alto en la población de gestantes que 
en el estudio poblacional o que en las participantes en edad fértil no 
embarazadas. 
 
- El estado tanto en folato plasmático como en folato eritrocitario es mucho 
mejor en las embarazadas que en los otros dos grupos, a excepción del 
último trimestre del embarazo donde las concentraciones son comparables. 
Esto es lógico ya que hay que tener en cuenta que este grupo ha consumido 
suplementos de ácido fólico al inicio del embarazo, pero después al dejar de 
consumirlo el mayor gasto de las reservas de éste debido al crecimiento del 
feto hace que los valores vuelvan a los de la población no embarazada. 
 
- La tHcy es más elevada en el grupo de la población y en el de las mujeres en 
edad fértil no embarazadas pero esto era de esperar ya que los valores de 
tHcy disminuyen al principio del embarazo llegando a alcanzar su mínimo 
durante el segundo trimestre(86-88). 
 
- En el estudio del grupo poblacional para el análisis estadístico cuando se 
analiza la tHcy en función del genotipo y del estado en folato o cobalamina se 
utilizan tres grupos de estado en folato plasmático o cobalamina plasmática, 
en cambio en el estudio del grupo de mujeres en edad fértil no embarazadas 
y en el estudio NutCIR se utilizaron dos grupos de estado en folato 
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plasmático o cobalamina debido a que el tamaño del grupo no es suficiente 
para que los análisis tengan la potencia estadística necesaria si se realizan 
tres grupos. 
7.1. MTHFR 677 C>T 
En los tres grupos el ser homocigótico para el polimorfismo MTHFR 677 C>T se 
asocia con una mayor tHcy que en los heterocigóticos o salvajes para este mismo 
polimorfismo. Por lo que respecta al folato eritrocitario, la situación era la inversa, los 
TT presentaban concentraciones inferiores a las de los CT o CC.  
Estos resultados son especialmente relevantes en el caso del estudio NutCIR al 
inicio del embarazo. A las participantes de este estudio se les prescribía durante los 
tres primeros meses del embarazo suplementación con ácido fólico siguiendo las 
recomendaciones de la SEGO. Esta suplementación con ácido fólico debería 
prevenir el efecto del polimorfismo sobre la tHcy, pero se observa que esta 
suplementación no es efectiva en las homocigóticas para compensar el efecto del 
polimorfismo MTHFR 677 C>T. 
Solamente en el estudio poblacional el ser homocigótico para el polimorfismo 
MTHFR 677 C>T se asocia con una menor concentración de folato plasmático que 
el grupo de referencia. 
 
Una vez ajustado por otros factores que afectan a la tHcy, se observó en los tres 
grupos que los participantes homocigóticos para MTHFR 677 C>T presentaban una 
tHcy más elevadas que los heterocigóticos o salvajes para el mismo polimorfismo 
cuando se encontraban en el estado medio o bajo de riboflavina. En cambio, en los 
participantes que presentaban en el estado alto en riboflavina el efecto de ser 
homocigótico sobre la tHcy era prácticamente nulo. 
Esto es debido a que la mutación provoca una disminución de la afinidad de la 
proteína por FAD y un aumento de la termolabilidad de la enzima lo que conlleva 
una disminución de su actividad enzimática(123). Un peor estado en riboflavina podría 
agravar el efecto del polimorfismo y por el contrario un estado alto en riboflavina 
compensaría en parte el efecto del polimorfismo. 
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La idea de que ser homocigótico para el polimorfismo MTHFR 677 C>T ya no 
provoca una mayor tHcy cuando el estado en folato es bueno está bastante 
generalizada ya que el folato ayuda a estabilizar la unión entre MTHFR y su cofactor 
FAD(42). Pero nuestros resultados muestran que un estado bajo en riboflavina 
eritrocitaria se asocia con una mayor tHcy, a pesar de no ser una población 
deficiente en folato. 
 
Cuando se estudió el efecto del polimorfismo MTHFR 677 C>T sobre la tHcy en 
función del estado en folato plasmático se observó que los homocigóticos que se 
encontraban en un estado bajo en folato presentaban una mayor tHcy que el grupo 
de referencia a excepción de las participantes del grupo de mujeres en edad fértil no 
embarazadas en el que un mejor estado en folato se asocia con una mayor tHcy en 
las homocigoticas.  
Hasta ahora el problema del aumento de tHcy en los homocigóticos para el 
polimorfismo MTHFR 677 C>T se ha solucionado con suplementación con ácido 
fólico pero McNulty y colaboradores publicaron un estudio en el que se observaba 
que la suplementación con riboflavina provocaba una reducción del 22% de la tHcy 
en los homocigóticos para MTHFR 677 C>T(26). Este estudio proponía una mejor 
estrategia para lidiar con el problema de la mayor tHcy en los homocigóticos para 
MTHFR 677 C>T demostrando que mejorando el estado nutricional en riboflavina se 
podía solucionar el problema atacando directamente a su punto de origen y no 
siendo necesario hacer un bypass sobre el problema mediante la suplementación 
con ácido fólico, que a la luz de estos resultados podría provocar los resultados 
opuestos a los deseados. 
 
Al estudiar el efecto del polimorfismo MTHFR 677 C>T sobre la tHcy en función del 
estado en folato plasmático y la riboflavina eritrocitaria se observó que tanto en el 
grupo del estudio poblacional como en el grupo del estudio NutCIR un estado medio 
o bajo en riboflavina junto con un estado bajo en folato se asocia con una mayor 
tHcy en los homocigóticos respecto al grupo de referencia. En el grupo de las 
mujeres en edad fértil no embarazada un estado alto en folato junto con un estado 
medio o bajo en riboflavimna se asocia con una mayor tHcy. 
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Anteriormente ya se ha observado que un mejor estado en folato se asocia con una 
mayor tHcy en las homocigóticas y que una descompensación entre la 
concentración de folato y la de cobalamina, por deficiencia de ésta, puede 
manifestarse como una deficiencia funcional en folato a pesar de presentar un buen 
estado en éste que se ve reflejada con un aumento en tHcy, esto es lo que se 
conoce como la trampa de metilos(59-61). La MTRR es una flavoproteína que cataliza 
el paso de cob(II)alamina a metilcob(III)alamina, que es la forma activa necesaria 
para el correcto funcionamiento de MS(53). Una deficiencia en riboflavina podría 
provocar un mal funcionamiento de MTRR con lo que a pesar de presentar una 
buena concentración en cobalamina, ésta una vez desactivada no podría volver a 
ser activada. Este mal funcionamiento provocaría un aumento de la tHcy similar al 
que se produce en la trampa de metilos. 
7.2. MTRR 66 A>G 
En los tres grupos se observa una tendencia a presentar una mayor tHcy en los 
portadores del alelo mutante G para el polimorfismo MTRR 66 A>G, pero esta 
tendencia es solamente significativa en el primer trimestre del embarazo y cuando 
se estudió el efecto del polimorfismo MTRR 66 A>G sobre la tHcy en función del 
estado en riboflavina eritrocitaria se observó, en los tres grupos, que los 
participantes portadores del alelo mutante G presentaban una mayor tHcy respecto 
a los salvajes cuando se encontraban en un estado alto en riboflavina aunque esta 
mayor tHcy era significativa únicamente en el primer trimestre del embarazo. En 
cambio, cuando el estado en riboflavina es bajo el efecto es prácticamente nulo a 
excepción del grupo de mujeres en edad fértil no embarazadas donde las 
portadoras presentan una tHcy menor que el grupo de referencia.  
El hecho que la mayor tHcy sólo sea significativa en el primer trimestre del 
embarazo podría explicarse por el hecho que en ese punto es donde las 
concentraciones de riboflavina y de otras vitaminas del grupo B son más altas. Y el 
hecho de que al final del embarazo es donde las concentraciones de vitaminas del 
tipo B son las más bajas serviría para explicar porque es el único punto donde se 
observa una menor tHcy cuando el estado en riboflavina es bajo. 
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Se observó en los tres grupos que el efecto de la concentración en cobalamina 
plasmática sobre la tHcy de los participantes homocigóticos y heterocigóticos para 
MTRR 66 A>G respecto a la de los salvajes para este mismo polimorfismo era 
prácticamente nulo, a excepción del primer trimestre del embarazo donde un estado 
bajo en cobalamina se asocia con una mayor tHcy de las portadoras del alelo 
mutante G respecto a las salvajes.  
 
Se observó en los tres grupos, cuando el estado en cobalamina era bajo, que la 
tHcy de los participantes homocigóticos y heterocigóticos para MTRR 66 A>G era 
menor que la de los salvajes para este mismo polimorfismo cuando el estado en 
riboflavina era bajo, en cambio cuando el estado en riboflavina era alto la tHcy era 
mayor en los portadores del alelo mutante G respecto a los salvajes.   
Como ya se ha visto previamente la MTRR cataliza el paso de cob(II)alamina a 
metilcob(III)alamina necesaria para el correcto funcionamiento de MS(39). Si la 
concentración de cobalamina es baja el ratio de cob(II)alamina/metilcob(III)alamina 
podría ser superior. Esto implicaría una menor disponibilidad de metilcob(III)alamina 
para el correcto funcionamiento de MS que se vería reflejado en un aumento de 
tHcy. Otra posible explicación podría basarse en la función chaperona de MTRR. 
Una desproporción en el ratio cobalamina/riboflavina por exceso de esta última 
podría interferir de alguna manera en la interacción MTRR-MS impidiendo así el 
correcto funcionamiento de MS que se vería reflejado en forma de aumento de tHcy. 
Estos dos hechos juntos podrían explicar porque el aumento de tHcy de los 
portadores del alelo mutante G que se encontraban en un estado alto de riboflavina 
era mayor cuando se encontraban en un estado bajo de cobalamina. 
7.3. MTRR 524 C>T 
En los grupos del estudio poblacional y de las mujeres en edad fértil no 
embarazadas el ser portador del alelo mutante T para el polimorfismo               
MTRR 524 C>T se asocia de una forma no significativa con una menor tHcy que las 
salvajes para este mismo polimorfismo. En cambio, en el grupo del estudio NutCIR 
no se encuentra ninguna tendencia a excepción del final del embarazo donde se 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
REGULACIÓN GENÉTICO-AMBIENTAL DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA VITAMINA B2 E INFLUENCIA SOBRE EL CICLO DE LA METIONINA 
EN UNA POBLACIÓN ADULTA Y EN GESTANTES 
Carlos Jesús García-Minguillán Del Campo 





observa una mayor tHcy en las portadoras del alelo mutante T. Esta diferencia en el 
comportamiento podría ser debido al efecto ya conocido del embarazo sobre la tHcy 
en el que un aumento de la tHcy durante el tercer trimestre del embarazo es 
normal(115,219) y el efecto de este fenómeno fisiológico sobre la tHcy podría ser más 
fuerte que el del polimorfismo.    
 
Cuando se estudió el efecto del polimorfismo MTRR 524 C>T sobre la tHcy en 
función del estado en riboflavina eritrocitaria, en los grupos del estudio poblacional y 
de las mujeres en edad fértil no embarazadas los participantes portadores del alelo 
mutante T presentaban una menor tHcy respecto a los salvajes cuando se 
encontraban en un estado alto en riboflavina, en cambio en las participantes del 
estudio NutCIR un estado alto en riboflavina se asocia con una mayor tHcy.  
Esta diferencia en el comportamiento podría ser debido a la concentración en 
riboflavina. En el estudio NutCIR la concentración de riboflavina en el estado alto es 
mucho mayor que en el estudio poblacional o en la población de edad fértil no 
embarazada (EGRAC < 1,09; EGRAC < 1,23 y EGRAC < 1,29 respectivamente). 
 
Cuando se estudió el efecto del polimorfismo MTRR 524 C>T sobre la tHcy en 
función del estado en cobalamina plasmática se observó que las portadoras del 
alelo mutante T que se encontraban en un estado bajo en cobalamina presentaban 
una mayor tHcy que el grupo de referencia. En cambio, un estado alto en 
cobalamina se asocia con una menor tHcy, a excepción de las participantes del 
estudio NutCIR donde un estado alto en cobalamina se asociaba a una mayor tHcy 
a medida que avanza el embarazo.  
Esta diferencia en el comportamiento podría ser debido a que el efecto del estrés 
fisiológico que comporta el embarazo es más fuerte que el del polimorfismo.   
 
Cuando se estudió el efecto del polimorfismo MTRR 524 C>T sobre la tHcy en 
función del estado en cobalamina plasmática y de la riboflavina eritrocitaria se 
observó que tanto en el grupo del estudio poblacional como en el grupo de las 
mujeres en edad fértil no embarazadas un estado bajo en riboflavina junto con un 
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estado bajo en cobalamina se asocia con una mayor tHcy en los portadores del 
alelo mutante T para el polimorfismo MTRR 524 C>T respecto al grupo de 
referencia. En cambio, cuando el estado en cobalamina era alto un estado en 
riboflavina alto se asocia con una menor tHcy que los salvajes para este mismo 
polimorfismo. En las participantes del estudio NutCIR los resultados eran los 
opuestos en especial al final del embarazo.  
La concentración de cobalamina era comparable entre los tres grupos pero en el 
estudio NutCIR a medida que avanza la gestación la concentración de cobalamina 
disminuye considerablemente. Esta menor concentración de cobalamina junto a 
este mejor estado en riboflavina (a pesar de que la concentración en riboflavina 
también disminuye durante el embarazo no llega a los valores de los otros dos 
grupos) podría provocar una descompensación entre la relación riboflavina-
cobalamina que daría como resultado una interferencia de alguna manera en la 
interacción MTRR-MS impidiendo así el correcto funcionamiento de MS que se vería 
reflejado en forma de aumento de tHcy. 
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Solamente se detallaran en este apartado las conclusiones que responden a 
asociaciones estadísticamente significativas. 
Para evidenciar la correspondencia de las conclusiones con los objetivos propuestos 




Investigar en una muestra representativa de una población adulta no expuesta 
a suplementos vitamínicos del tipo B ni a la fortificación obligatoria con ácido 
fólico. 
 
1. La frecuencia de los polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y   
MTRR 524 C>T y el estado nutricional en riboflavina de los diferentes 
genotipos. 
El 17,8% de la población era homocigótica para el polimorfismo MTHFR 677 C>T, el 
24,1% para el MTRR 66 A>G y el 13,5% para el MTRR 524 C>T. 
El 34% de la población era deficiente en riboflavina (EGRAC ≥ 1,4) siendo los 
mayores de 65 años los que presentaban un mejor estado y las mujeres menores de 
35 años un peor estado. 
 
2. La relación entre MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T y tHcy 
en función del estado en riboflavina. 
Ser homocigótico para MTHFR 677 C>T se asocia con una tHcy más elevada en un 
estado en riboflavina bajo y ser portador del alelo mutante G para el polimorfismo 
MTRR 66 A>G con una tHcy más elevada cuando el estado en riboflavina es alto 
respecto a los correspondientes genotipos de referencia. 
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3. Cómo el estado en los substratos de las enzimas afecta la relación 
riboflavina-polimorfismos-homocisteína según MTHFR 677 C>T,             
MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T. 
En un estado en folato bajo ser homocigótico para MTHFR 677 C>T se asocia con 
mayor tHcy respecto al genotipo de referencia a excepción de cuando el estado en 
riboflavina es alto. 
En un estado en riboflavina alto ser portador del alelo mutante G para el 
polimorfismo MTRR 66 A>G se asocia con tHcy mayor cuando el estado en 
cobalamina es bajo, en cambio, cuando el estado en cobalamina es alto ser 
portador del alelo mutante C para el polimorfismo MTRR 524 C>T se asocia con 
menor tHcy respecto a los correspondientes genotipos de referencia. 
 
4. Repetir los análisis del objetivo 1 a 3 en las mujeres de edad fértil no 
embarazadas. 
El 48,3% de las mujeres en edad fértil no embarazadas era deficiente en riboflavina 
(EGRAC ≥ 1,4). 
Cuando se está en un estado en folato bajo ser homocigótica para MTHFR 677 C>T 
se asocia con una mayor tHcy respecto al genotipo de referencia, a excepción de 
cuando el estado en riboflavina es alto.  
Cuando el estado en cobalamina es bajo ser homocigótica o heterocigótica para el 
polimorfismo MTRR 66 A>G se asocia con mayor tHcy si el estado en riboflavina es 
alto, en cambio, si el estado en riboflavina es bajo ser portadora del alelo mutante T 
para el polimorfismo MTRR 524 C>T se asocia con una menor tHcy respecto a los 
correspondientes genotipos de referencia. 
 
Investigar en un estudio longitudinal de una poblaci ón de gestantes: 
 
1. La evolución del estado en riboflavina a lo largo del embarazo y su relación 
con los polimorfismos MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T. 
El estado en riboflavina empeora a medida que avanza el embarazo. 
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2. La evolución de la tHcy a lo largo del embarazo en función del estado en 
riboflavina, folato y cobalamina. 
Comenzar el embarazo en un estado en folato bajo se asocia con mayor tHcy 
durante toda la gestación. Independientemente del estado en folato, un estado en 
riboflavina bajo se asocia con una mayor tHcy. 
 
3. La relación entre MTHFR 677 C>T, MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T y tHcy 
en función del estado en riboflavina a lo largo del embarazo. 
En un estado en riboflavina bajo al inicio del embarazo ser homocigótica para 
MTHFR 677 C>T se asocia con una mayor tHcy y en un estado en riboflavina alto 
ser homocigótica o heterocigótica para MTRR 66 A>G se asocia con una mayor 
tHcy durante todo el embarazo respecto a los correspondientes genotipos de 
referencia. 
 
4. Cómo el estado en los substratos de las enzimas afecta la relación 
riboflavina-polimorfismos-homocisteína según MTHFR 677 C>T,             
MTRR 66 A>G y MTRR 524 C>T a lo largo del embarazo. 
En un estado en folato bajo al inicio del embarazo ser homocigótica para         
MTHFR 677 C>T se asocia con un mayor tHcy respecto al genotipo de referencia a 
excepción de cuando el estado en riboflavina es alto. 
En un estado en cobalamina bajo y alto en riboflavina al inicio del embarazo ser 
portadora del alelo mutante T para el polimorfismo MTRR 524 C>T se asocia con 
una mayor tHcy al final de la gestación respecto al genotipo de referencia.  
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ANEXO 1: ENCUESTAS DEL ESTUDIO NUTCIR 
A1.1. ENCUESTA DE HÁBITOS Y ESTILO DE VIDA DE LAS 20 SG 
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A1.2. ENCUESTA DE HÁBITOS Y ESTILO DE VIDA DE LAS 32 SG 
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A1.3. ENCUESTA DE FRECUENCIA DE CONSUMO ALIMENTARIO 1 
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A1.4. ENCUESTA DE FRECUENCIA DE CONSUMO ALIMENTARIO 2 
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ANEXO 2: REPRESENTACIÓN ESQUEMATICA DEL PROCESADO DE LAS MUESTRAS 
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ANEXO 3: SOLUCIONES PARA EL PROCESADO DE MUESTRAS 
A3.1. ÁCIDO ASCÓRBICO 
La solución de ácido ascórbico es necesaria para la obtención del folato eritrocitario. 
Para preparar la solución son necesarios 25 ml de agua Milli-Q y 0,25 g de ácido 
ascórbico. 
Esta solución se tiene que preparar fresca cada día ya que es fotosensible. 
A3.2. SUERO FISIOLÓGICO  
La solución de suero fisiológico es necesaria para el lavado de los eritrocitos. 
Para preparar la solución son necesarios 200 ml de agua Milli-Q y 1,8 g de NaCl. 
Esta solución se puede conservar durante tres días en la nevera. 
A3.3. SOLUCIÓN DE HEMÓLISIS 
La solución de hemólisis es necesaria para la obtención de leucocitos. 
Para preparar la solución son necesarios 7,007 g de ClNH4, 0,071 g de CH5NO3 y 
1000 mL de agua Milli-Q. 
Esta solución se conserva en nevera. 
A3.4. SOLUCIÓN DE PBS 
La solución de PBS es necesaria para la obtención y la conservación de leucocitos. 
Para preparar la solución son necesarios 8 g de NaCl, 0,2 g de ClK, 0,24 g de 
KH2PO4, 1,44 g de Na2HPO4 y 1000 mL de agua Milli-Q. 
Esta solución tiene que estar a pH=7,4 y se tiene que autoclavar. Se puede 
conservar refrigerada. 
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ANEXO 4: PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS CONTROL 
El objetivo de este protocolo es preparar alícuotas de muestra que sirva como 
control para la determinación de EGRAC. 
Se partió de tubos de EDTA-K3 extraídos a varios voluntarios sanos. 
Primero de todo se centrifugaron los tubos de EDTA-K3 a 1800 x g durante 15 
minutos a 4ºC.  
Una vez separada la fracción del plasma sanguíneo del restante del tubo de EDTA-
K3 se depositaron 500 µL de eritrocitos en 5 mL de suero fisiológico (ver anexo 3). 
Para proceder al lavado de los eritrocitos se centrifugó a 280 x g durante 5 minutos 
a 4ºC. El sobrenadante resultante se descartó y se añadió nuevamente 5 mL de 
suero fisiológico. Este proceso de lavado se realizó por triplicado.  
 
 
Figura anexo 1 . Esquema del procesado de las muestras sanguíneas para la obtención de los 
controles para la determinación del EGRAC. 
Una vez terminado el proceso de lavado los eritrocitos de todas las muestras se 
juntaron y se diluyeron, relación 1/5 en agua Mili-Q y se conservaron en alícuotas de 
100 µL a -80ºC. Todo este proceso se realiza sobre hielo.   
Estas alícuotas de 100 µL son las que se utilizan como muestra control en la 
determinación del EGRAC. 
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ANEXO 5: SOLUCIONES PARA DETERMINACIÓN DE EGRAC 
A5.1. SOLUCIÓN TAMPÓN FOSFATO 0,25 M 
La solución TP es necesaria para la preparación del agente reactivo, de la solución 
de NADPH y de la solución de GSSG. 
Tampón A 
8,71 g de K2HPO4 + 0,116 g de EDTA + 200 mL de agua milli-Q 
Tampón B 
6,8 g de KH2PO4 + 0,116 g de EDTA + 200 mL de agua milli-Q 
 
La solución TP es una solución tampón a pH 7,4 y se obtiene mezclando solución 
tampón A y solución tampón B en una proporción de 4:1. 
El pH se comprueba en el pHchimetro y se ajusta con tampón A o tampón B nunca 
con HCl o NaOH. 
A5.2. FAD 
La solución de FAD es necesaria, ya que como se ha explicado anteriormente, el 
EGRAC es un método para determinar el estado funcional en riboflavina consistente 
en medir la actividad de la GR activada con FAD y dividirla por la actividad generada 
sin FAD exógeno.  
Para preparar la solución a una concentración de 100 µM son necesarios 0,0017 g 
de FAD en 20 mL de TP. El FAD es fotosensible así que este proceso se realiza 
protegiéndolo de la luz. 
De la solución obtenida se realizan alícuotas de 50 µL protegidas de la luz y se 
almacenan a -80ºC. 
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La solución de NADPH es necesaria ya que el NADPH se oxida a NADP+ 
permitiendo la reducción de GSSG a su forma reducida GSH. El paso de NADPH a 
NADP+ es el que se monitoriza a 340 nm. 
Para preparar la solución a una concentración de 2 mM son necesarios 0,006 g de 
NADPH en 3,6 mL de TP. El NADPH es fotosensible así que este proceso se realiza 
protegiéndolo de la luz. Se guarda en nevera protegido de la luz y se prepara fresco 
cada día. 
A5.4. GSSG 
La solución de GSSG es necesaria ya que el EGRAC consiste en medir la actividad 
de la GR activada con FAD y dividirla por la actividad generada sin FAD exógeno.  
Para preparar la solución a una concentración de 2 mM son necesarios 0,0459 g de 
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